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O© Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind biologisch aktive Proteine. dur fUr diese kodierenden "DNA- 
q Molekuie, Verfahren zu deren Hersteilung sowie deren Verwendung. 
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Vasoular-antlkoagulierende Proteine, DNA die dlese kodieren, Verfahren zu deren Herstellung sowie 

deren Verwendung 

Gegenstand der vorliegeiiden Erfindung sind bioiogisch aktive Proteine, die fDr diese kodierenden DNA- 
Molektile. Verfahren zu deren Herstellung sowie deren Verwendung. 

In den meisten Saugetieren existieren Proteine, die blutgerinnungshemmende Eigenschaften aufweisen. 
Diese Proteine konnen in drei Gruppen eingeteilt werden. wobei die Einteilung auf den unterschiedlichen 
5 Wirkmechanismen beruht 

1 . Proteine, die mit dem Gerinnungsfaktor einen Kompfex bilden und dadurch den Gerinnungsfaktor 
unwirksam machen. Dazii gehoren die Proteine: 

a) Antithrombin-lll (Thromb.Res.5, 439-452 (1974)) 

b) ai -Protease Inhibitor (Ann. Rev. Biochem. 52, 655-709 (1983)) 
70 c) ot 2 -Makroglobulin (Ann. Rev. Biochem.. 52, 655-709 (1983)) 

d) Ct-lnhibitor (Biochemistry 20, 2738-2743 (1981)) 

e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258. 10439-10444, (1983)). 

2. Proteine, die einen Gerinnungsfaktor proteolytisch zerschneiden und dadurch den Gerinnungsfak- 
tor desaktivieren. Als einziges Protein dieser Art ist bisher Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 251, 355 " 

75 363. (1976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipid© abschirmen und/oder hydrolisieren, so dafl die 
Phospholipid-abhangigen Reaktionen des Blutgerinnungsmechanismus gehemmt werden. Bisher sind nur 
Phospholipasen. die aus verschiedenen Schlangengiftsorterr isoliert wurden, beschrieben worden (Eur. J. 
Biochem. 112, 25-32 (1 980)). 

20 Das stufenweise ablaufende Gerinnungssystem ist in den letzten Jahreri intensiv untersucht worden. Es 
wird als ein sich verstSrkendes Mehrstufensystem verschiedener miteinander verbundener, protoiytischer 
Reaktionen verstanden, bei dem ein Enzym ein Zymogen in die aktive Form umsetzt (vgl. Jackson CM., 
Nemerson Y.. Ann. Rev. Biochem. 49, 765-811 (1980)). Die Geschwindigkeit dieser Reaktion wird In ent- 
scheidender Weise durch die Anwesenheit von Phospholipiden und anderer Kofaktoren wie Faktor V a und 

25 Faktor VIH a vergro/tert. in vivo werden die Prokoagulationsreaktionen durch verschiedene Inhibitationsme- 
chanismen geregelt, die einem explosiv thrombotischen Trauma nach einer geringen Aktivierung der 
Gerinnungskaskade vorbeugen. 

Die Antigerinnungsmechanismen konnen wie folgt eingeteilt werden (Rosenberg, R.D., Rosenberg, J.S., 

J. Clin. Invest. 74, 1-6 (1984)): 
30 1. Der Serin-Protease-Faktor X a und Thrombin werden infoige ihrer Bindung an Antithrombin til bzw. 

an den Antithrombiri/Heparin-Komplex inaktiviert. Sowohl die Prothrombin-Aktivierung als auch die Bildung 
von Fibrin kann auf diese Weise gehemmt werden. Neben Anti-thrombin III gibt es noch verschiedene 
andere Plasma-Protease-inhibitoren wie beispielsweise a 2 -Makroglobulin und Antitrypsin, deren Wirkung 
zeitabh§ngig ist. 

35 2. Die Entdeckung des Protein C's fUhrte zur Aufdeckung eines weiteren Antigerinnungsmechanis- 

mus. Ist das Protein C einmal aktiviert worden. wirkt es durch die selektive Proteolyse der Proteinkofaktoren 
Faktor V a und Vlll af durch die die Prothrombinase und das Enzym, das den Faktor X umsetzt, inaktiviert 
werden, als Antikoagulanz. 

3. Plasmin spaitet monomeres Fibrin 1, ein Produkt der Bnwirkung von Thrombin auf Rbrinogen, 

40 wodurch der Bildung eines uniosiichen Fibrins vorgebeugt wird (Nosssel. H.L. Nature, 291. 165-167 (1981)- 

^ Von den oben genannten, in den Gerinnungsprozefl eingreifenden korpereigenen Proteinen ist z.Zt nur 

das Antithrombin III in kiimschem Einsatz. Als erheblicher Nachteil hat sich jedoch die bei der Anwendung 

dieses Proteins auftretende Erhohung der Blutungsneigung herausgestellt. 
45 Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel, ob kSrpereigener oder synthetischer Natur machen 

in irgendeiner Weise die Gerinnungsfaktoren unwirksam und fahren dadurch zu Nebenwirkungen, die sich 

nachteiiig auf den Gerinnungsprozefl auswirken konnen. 

Uberraschenderweise konnten nun neben diesen Proteinen weitere korpereigene Stoffe isoliert werden, 

die zwar die gewunschten blutgerinnungshemmenden Eigenschaften unter besonderen Bedingungen zei- 
so gen, hierbei aber die Blutungsgefahr nicht erhohen. Bei gr55eren Blutungen verlieren diese Proteine ihre 

blutgerinnungshemmenden Eigenschaften und sforen dadurch bei deren Verwendung nicht die in solchen 

Fallen ttberlebensnotwendigen Gerinnungsprozesse. Da sie erstmals isoliert wurden aus stark vaskularisier- 

tem Gewebe, wurden sie "vascular anticoagulating proteins", VAC genannt. 

Die aus stark vaskularisierten Geweben wie Nabelschnurgefafien und Placenta isolierten Proteine 
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weisen Molekulargewichte von ca. 70x1 0 3 , ca. 60X10 3 , ca. 34x1 0 3 und ca. 32x1 0 3 auf, von denen die 
Substanzen mit den Molekulargewichten 34 respektive 32x1 0 3 aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen. 
Die genaue biochemische Charakterisierung dieser Proteine. sowie deren Isolierung und Reinigung findet 
sich in der EP-A-0 181 465 vom 21. Mai 1986. 
5 Proteine mit VAC Aktivititat stellen natUrliche Blutgerinnungshemmstoffe dar t die bei der Blutgerin- 
nungskaskade an zwei Stelien eingreifen. 

Das erste Mai inhibieren sie bei der durch die Faktoren IXa und Villa katalysierten Aktivierung des 
Faktqrs X zu Xa. das zweite Mai unterbinden sie die Spaitung von Prothrombin zu Thrombin, die durch die 
Faktoren Xa und Va vermittel wird. Beiden Aktivierungsschritten ist gemeinsam, dafl sie Kaizium-lonen und 
io Phospholipide benotigen. Offenbar konnen VAC-Proteine ebenfails mit Phospholipiden in Wechselwirkung 
treten, und durch diese Bindung die Aktivierungsschritte der Gerinnungsfaktoren blockieren. 

Ihre Eigenschaften machen die Proteine zu interessanten, pharmakologisch Su/terst wertvoilen Wirkstof- 
fen. Urn sie jedoch in ausreichenden Mengen in hochreiner Form zur Verftlgung zu haben ist deren 
Herstellung auf anderen als proteinreinigendem Weg aus natUrlichem Gewebe erforderlich. Hierzu bietet 
75 sich die gentechnische Methode an. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher, Proteine mit VAC-Aktivitat gentechnisch herzustellen. 

GelQst wurde diese Aufgabe dadurch, da/3 die AminosSuresequenz von Teilen der aus stark vaskulari- 
siertem Gewebe isolierten und hochgereinigten Proteine mit VAC-Aktivitat (EPA 0 181 465) aufgeklart 
wurde, anhand dieser Sequenzen synthetische DNA-Sonden hergesteilt wurden und hiermit geeignete 
20 sDNA-Bibliotheken durchsucht wurden. Nach Isolierung von mit den Sonden hybridisierender cDNA, deren 
Sequenzbestimmung sowie entsprechender Manipulation wurden diese cDNA in geeigneten Wirtssystemen 
beispielsweise in Bakterien, Hefen oder SSugetierzellen zur Expression gebracht. 

Bnes von den gereinigten Proteinen wurde enzymatisch mit Trypsin gespalten. Die entstandenen 
Peptide wurden aufgetrennt und ausgewahlte Fragmente sequenziert Die Sequenz des N-Terminus 
25 widersetzte sich jedoch einer direkten Analyse, da die erste Aminosaure offensichtlich blockiert ist. 

Die Sequenzinformationen sind in Fig. 0.1 aufgefUhrt. 

Zur Herstellung einer geeigneten DNA-Sonde sind prinzipiell drei Wege moglich. Ist ein lingerer Ab- 
schnitt des Proteins, etwa 30 Oder mehr Aminosauren lang, bekannt, besteht die Moglichkeit, unter 
Beachtung der bevorzugt verwendeten Codons bei Saugern eine wahrscheinlichste Sequenz fUr den 

30 korrespondierenden mRNA Abschnitt zu erstellen. Eine solche Sonde ist im schlechtesten Fall etwa 66% 
homolog zur tatsachlichen Sequenz. Dies ist auch der Grund, weshalb die Sonde relativ lang sein muflte, 
um unter nicht stringenten Bedingungen hybridisieren zu kSnnen. 

Die zweite Moglichkeit besteht darin, fUr einen kurzen Peptidabschnitt, ca. sechs bis steben Aminosau- 
ren lang, alle erdenklichen Variationen an Oligonukleotiden zu synthetisieren. Werden solch komplexe Mi- 

35 schungen beim Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken verwendet, konnen relativ viel "fatsch" positiv reagie- 
rende Klone isoiiert werden. AuSerdem kann das Hybridisierungssignal sehr schwach ausfallen, da das 
perfekt passende Einzeloligonukleotid nur einen geringen Anteil an der Gesamtmischung ausmacht 

Der dritte Weg umgeht zwar nicht Variabilitat einer Oligonukleotidsonde, sorgt aber durch die Wahl 
eines speziellen Nukleosidtriphosphats (ITP) dafur, dafl an die gesuchte (Oder auch "falsche") cDNA alle 

40 MolekGte der Sonde binden konnen. So wurden zu dem Tryptischen Peptid [P30/I] passende 23 Basen 
lange Oligonukleotide unter Verwendung von Inosintriphosphat synthetisiert. 

Wie bereits erwahnt, konnen VAC-Proteine aus stark vaskularisiertem Gewebe isoiiert werden. Gewebe 
der Wahl sind NabelschnurgefSfle oder Placenta. Daher und da bekannt Ist, dafl in der Placenta im 
Gegensatz zu anderen Spezlal-Geweben fast alle Gene exprimiert werden, wurden die oben erwahnten 

45 DNA-Sonden verwendet, um eine placentaie cDNA-Bibliothek die aus placentalen Gewebe in an sich 
bekannter Weise hergesteilt worden war nach cDNA-MolekOlen, die fur VAC-Proteine kodieren, zu durchsu- 
chen. 

Zum Durchsuchen der cDNA-Bibiiothek nach fQr VAC-protein kodierender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides P16/H zwei und des Staph A Peptides P20/I/6 ein Oligonukleotid 

so synthetisiert (Fig.1). Diese Oligonukleotide stellen jeweils eine Mischung aller Varianten dar t die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA berUcksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 
von 20 Nukieotiden 512 Variationen auf und paiSt zu dem Staph-A Peptid P20/I/6. Um die Variation bei dem 
Oligonukleotid fGr das tryptische Peptid P16/II niedriger zu halten, wurden zwei Oligonukleotide (20-mere) 
synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, EBI-388: 64 Variationen. 

55 Weiters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/1 passend zwei Oligonukleotide unter Verwendung 
von Desoxyinosin als Base bei "Wobble 0 Positionen synthetisiert (Fig.2): EBI-118 und EBI-119. Diese 
Substitution wurde von E. Ohtsuka et ai. f J. Biol. Chem. 260/5 (1985), pp.2605-2608, sowie Y. Takahashi et 
al„ Proc. Nat. Acad. Sci. (1985) pp.1931-1935, beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosm, stort jedoch 
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kaum die Ausbildung der Doppel-helix, wenn andere Nukleotide als Partner angeboten werden. 

Nachdem jedes dieser Oligonukleotide in bekannter Weise radioaktiv markiert worden war, wurden 
Abzuge von Phagen-PIatten hiermit nach bekannten Verfahren hybridisiert 

Aus der Hybridisierung mit EBI-386, -387 und -388 resultierten die Phagen Lambda-P1 1/3, Lambda- 
5 P6/5, Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 resultierte in den Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

Die aus den Phagen isoiierten DNAs wurden mit EcoRI geschnitten und die entstehenden Fragmente 
isoiiert. Die cDNA Inserts der Klone Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Groflen von etwa 
1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanafyse zeigte, dafl aile drei Klone von ein und derselben mRNA abgeleitet 
10 waren. Das 5'Ende der mRNA fehite jedoch in den cDNAs. Die Inserts der Phagen Lambda-NrtS, Lambda- 
Nr19 und Lambda-Nr22 hatten Langen von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse liefl eine 
annahernd vollstandige cDNA vermuten. 

Die cDNAs der beiden Phagengruppen Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 sowie Lambda- 
Nr15, Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 sind von zwei verschiedenen mRNAs abgeleitet, wie die Sequenza- 
is nalyse ergab. Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-PH/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden 
isoiiert und in den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert (Vector Cloning Systems, 3770 
Tansy Street, San Diego, CA 92121, USA). Die resultlerenden Klone wurden pP6/5, pPG/6 und pP11/3 
genannt 

Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Nrl5, Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 wurden isoiiert und in 
20 den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert. Die resultlerenden Klone wurden pRH201, pRH202 
und pRH203 genannt 

Urn weitere cDNA Klone zu erhalten, wurde die humane, piazentale Lambda-gttO Bibliothek nochmals 
durchsucht, diesmal mit dem radioaktiv markierten EcoRI-lnsert des pP11/3 ais Sonde. 

Insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhalten (Lambda-VAC1 bis Lambda-VAC69). 

25 12 dieser Klone wurden im kleinen Mafistab wie oben beschrieben prMpariert, die cDNAJnserts mit Eco 
Rl freigesetzt und isoiiert Dabei zeigte sich, da5 das Insert des Klons Lambda-VACtO den gesamten fQr 
VAC Protein kodierenden Leserahmen enthalt Zur Charakterisierung der fQr VAC-alfa und VAC-beta 
kodierenden cDNAs wurden ein NorthemblOt-Experiment, Sequenzanalysen und eine genomische 
Southernblot-Analyse durchgefuhrt 

jgp Das Ergebnis ist in Fig.3 abgebildet Die cDNA des Klons pP11/3 hybridisiert an eine mRNA der Grofie 
von etwa 1700 Basen ("VAC-alpha"), die cDNA des Klons pRH 203 an efne mRNA der GrdBe von etwa 
2200 Basen ("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gleich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben L6sung Banden gleicher 

as Intensitat mit beiden cDNAs ergab (siehe unten), ist zu schlieflen, dafl die kOrzere mRNA ( w VAC-alfa n ) in 
groBeren Mengen als die ISngere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist 

Zur Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA wurden die cDNA Klone pP6/5, pP6/6 und pP11/3 totaJ, sowie 
die der Klone Lambda-VAC1 bis -12 partiell sequenziert. Das Resultat ist in Rg. 4 abgebildet Es wurden 
insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die cDNA weist einen langen. offenen Leserahmen auf, der fQr 320 

4Q Aminosauren kodieren kann. Wird die DNA Sequenz in eine AminosSuresequenz ubersetzt so konnen alle 
sequenzierten Peptide der tryptischen Fragmente in dieser Sequenz untergebracht werden (Fig.5). Es 
handelt sich daher bei dieser cDNA un jene, deren korrespondierende mRNA fur VAC-prbtein kodiert. Da 
die Sequenzen der zweiten isoiierten cDNA fur ein ahniiches, aber von VAC verschiedenes Protein kodiert, 
wird hier der Name VAC-alfa eingefuhrt 

45 Dem ersten ATG*Codon (Basen 35-37) geht im selben Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 
30 bis 38 erfullen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 308 (1984), pp. 241-246), die die 
Konsensussequenz in der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG angibt. die entspre- 
chende Sequenz hier lautet TCGCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen lang. 15 Basen vor 
Beginn des pory-A Abschnitts beflndet sich die Polyadenylierungssequenz AATAAA (N.J.Proudfoot et at, 

so Nature 263 (1976). pp. 211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fQr den Poiy-A Abschnttt 
der mRNA gerechnet, betragt die Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 5'nichttranslatierte Region in 
keiner cDNA komplett enthalten. 

Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 

55 A auf. Dadurch wOrde sich das Tripfett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAC andern und fur Asp ansteile 
von Glu kodieren. DieSe Abweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein faisches Nukleotid ein, b) es handelt sich urn die Transkripte zweier alleler, an dieser Steile ver- 
schiedener Gene Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 
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Der lange. offene Leserahmen kodiert fQr ein Protein mit 320 AminosMuren, von dem das Met-1 wahr- 
scheinlich abgespalten, und das folgende Alanin an der Aminogruppe, mdglicherweise durch Acylierung, 
blockiert wird. Das errechnete Molekulargewicht betragt 35.896 D und ist hdher als der Wert nach SDS- 
PAGE. Allerdings ist der Anteil geladener Aminosauren (Asp, GIu, Lys, Arg, His) mit 30,6 % (98/320) 
uberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem durchschnittlichen Wert von 25 f 1 %. Dies wUrde das 
veranderte Wanderungsverhaiten des Proteins bei der SDS-PAGE erklSren. InnerhaJb der stark geladenen 
Aminosauren Uberwiegen die sauren Aminosauren (Asp und GIu) mit 54 gegenQber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklart den sauren, isolektrischen Punkt des VAC-alfa Proteins (p! = 4,4 bis 4,8) VAC-alfa 
enthalt nur ein fGr Cystein codierendes TripletyAminosaure-Position 316); eine typische N-Glykosylierungs- 
stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht vorhanden. 

Eine Strukturanalyse der Aminosauresequenz (modiftziert nach Pustell, J et al., Nucleic Acids Res. 10 
(1 982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache Wtejierholung einer 67 Aminosaure langen Sequenz (Rg,6), im 
folgenden "Repeats" genannt. innerhaib dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats 
konserviert, 15 Aminosauren (22,4 %) kommeq in drei von vier Repeats vor, an 28 Positionen (41,8 %) 
enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe Aminosaure. ■ 

Ein Vergleich mit publizierten LiteraturBlfan (M.J.Geisow, FEES Letters 203 (1986), pp. 99-103, 
M.J.Geisow et al.. TIBS 11 (1986), pp. 420-423) ergab tiberraschenderweise. dafl VAC-alfa damit zu einer 
grotferen Gruppe Ca** abhMngiger Phospholipidbindungsproteine gehQrt. Es wird eine Koinsensussequenz 
beschrieben (Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-He-fil-IIe-Leu-Ala-fob-Arg; fob = hydrophob, 
fil = hydrophil, var = variabel). die an der Ca** Bindung beteiligt sein kfinnte (MJ.Geisow et al., Nature 320 
(1986), pp. 636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 Aminosaure langen 
Subsequenzen der erfindungsgema/ten Proteine, (Rg.6). 

Auffallig ist auch der 6 AminosMuren lange ^bschnitt am Ende jeder Repeat, der fast ausschliefllich aus 
hydrophoben Aminosauren besteht ("oooooo" in Rg.6). 

Die Sequenzanalyse der Klone Nr15, Nr19 und Nr22 ergabfOr die VAC-beta cDNA 1940 bp, die in einen 
poly-A Abschnitt ubergeht (Rg.7). 16 Basen vo^ dem poly-A Abschnitt findet sich das Polyadenylierungssi- 
gnal AATAAA. Allerdings kommt diese Konsensussequenz bereits an der Nukleotidposition 1704-1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nicht als Polyadenylierungssignal verwendet wird, ist unbekannt Die zusStzlich 
erforderliche Sequenz an der 3'Seite der AATAAA Sequenz, YGTGTTYY (Gill A. et al., Nature 312 (1984), 
pp. 473-474) kommt erst relativ weit entfernt vor (TGTGTTAT, Position 1735-1742); m5giich, da/3 dies die 
Erklarung fur ein Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darstellt 

Die cDNA enthalt einen langen, offenen Leserahmen, der vom Beginn der cDNA bis Position 1087 
reicht. Er wGrde ein Kodierungspotential fUr 362 Aminosauren beinhalten. Aus AnalogiegrQnden zu VAC-alfa 
und aufgrund der Tatsache, dafl auch ein 34.000 D Protein bei der Reinigung von VAC anfdllt (siehe E.P.A. 
181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 107-t09) als Translationsstart angenommen. Die 
Kozakregel ist hier nicht so gut erfUItt wie bei VAC-alfa (AAGAGATGG auf Position 102-110). Das 
resultierende Protein (VAC-beta) ist 327 AminosSuren lang. Es besitzt 4 Cysteinreste (AmlnosSureposition 
161, 206, 250 und 293) und eine potentielle N-Glykosylierungsstelle (Asn-Lys-Ser, Aminosaureposition 225- 
227). Das errechnete Molekulargewicht betragt 36.837 (Rg.9). Auch in VAC-bets gibt es Gberdurch- 
schnittlich viele geladene Reste: 97/327 (29,6%), wobei die sauren AminosMuren (Asp + GIu: 49) Qber die 
basischen (Lys + Arg 42) uberwiegen; eine ErklMrung fur das nach SDS-PAGE ermittelte niedrigere Moleku- 
largewicht 

Auch VAC-beta zeigt eine interne Wiederholung einer 67 AminosSuren langen Sequenz Rg.8). Inner- 
haib dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert, 17 Aminosauren (25,4 
%) kommen in drei von vier Repeats vor, an 25 Positionen (37,7 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
Aminosaure. Auch VAC-beta zeigt gute Obereinstimmung mit der 17 Aminosauren langen Konsenusse- 
quenz. Die Ausfuhrungen zum VAC-alfa gelten analog fUr VAC-beta. Durch gezielte Mutationen in diesem 
Bereich konnte versucht werden, die biologische Akttvitat der Proteine zu verMndern. ErfindungsgemM/ten 
Mutationen sehen beispielsweise den voifstandigen odor teilweisen Ersatz der fQr die 17 Aminosauren der 
konservierten Region kodierenden Beretche vor. 

Bei dem Vergleich der Proteine stellt man fest, dafl der auffalligste Unterschied zwischen den Proteinen 
bei den N-termrnalen Peptiden vorliegt. Erfindungsgemafle Modifikationen sehen daher den gegenseitigen 
Austausch dieser N-terminalen Peptide vor. Herstellen lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch, 6aB 
die fur diese N-terminalen Peptide kodierenden DNA-MolekUle, beispielsweise durch Oligonukleotidsyn- 
these in an sich bekannter Weise hergestellt werden und mit der "Rest-DNA", die fOr die verbleibenden 
Repeats und die Linker-Abschnitte kodiert. ligiert wird. Mit dieser DNA versehene Expressionsvektoren 
konnen in bekannter Weise in geeigneten Wirtsorganismen zur Expression gebracht werden; das expri- 
mierte Protein wird isoliert und gereinigt. 
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Die Analyse chromosomaler DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Bild. Die 
DNA wurde mit EcoRI, Hindlll, BamHI und Pstl geschnitten. Die auf Nitrozellulose transferierte DNA wurde 
sowohl mit einer VAC-alfa DNA (pP11/3) als auch mit einer VAC-beta DNA (pRH203) hybridisiert Obwohl 
das Waschen der Filter unter sttingenten Bedingungen erfolgte, ergaben sich bei jedem Verdau retativ viele 

5 Banden (Fig.10). Der Vergleich der beiden Blots zeigt, da/3 die Kreuzreaktion von VAC-alfa und -beta DNA 
unter diesen Bedingungen eher auszuschlieflen ist. Die Vielzahi der Banden 1st entweder durch die Exi'stenz 
jeweils ahnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. VAC-beta Gen zu erklaren. oder aber es handelt sich urn 
jeweils ein Gen. das durch viele und/oder iange Introns unterbrochen ist. 

In Fig.11 ist der Vergleich der Aminosauresequenzen von VAC-alfa mit VAC-beta wiedergegeben. Die 

10 wiederholten Strukturen lassen sich in beiden Proteinen gieich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
ebenfalls gieich lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat. In dieses Verbindungspeptid muU 
bei VAC-alfa eine LGcke eingefOhrt werden, urn eine optimale Anpassung der beiden Sequenzen zu 
erlauben. Das N-terminale Peptid der beiden Proteine ist unterschiedlich lang, 19 Aminosauren bei VAC- 
alfa, 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste Homologie auf. Die beiden 

is Proteine sind an 176 von 320 AminosSurepositionen ident. was einem Homologiegrad von 55,0% entspricht. 
An dieser Stelle sei auch der Vergleich der Nukteotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefugt. Werden zwei Gene und deren Produkte miteinander verglichen, sieht man auf der DNA (=RNA) 
Ebene eine growers Homologie ais auf der Aminosaureebene, was durch die Tatsache erklSrt ist, da& bei 
der Nukleinsaure bereits erne Veranderung In einem Basentriplett ausreicht, urn eine neue Aminosaure zu 



In Rg.12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergege- 
ben. Oberraschenderweise zeigen die DNAs nur einerr Homologiegrad von 54,2%, also etwas weniger als 
die beiden Proteine, 

In Fig.13 sind die HydrophilizitStsprofile der beiden Proteine abgebildet Dabei wurde der Algorithmic 
25 von Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al., Proc.Natf. Acad.Sci. 78 (1984) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balken angedeutet, die Verbindungspeptide in der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt Oberraschenderweise ist das Verbindungspeptid zwischen der zweiten und dritten 
Repeat besonders hydrophii. In diesem Peptid befindet sich sowohl bei VAC-alfa ais auch bei VAC-beta ein 
Arginin an identer Position. Es ware daher moglich, daJ3 dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fQr 
30 eine Protease mit trypsinartiger SpezifitSt darstellt Dabei muflte. das MolekOI in zwei etwa gieich grofle 
Halften zerfailen. Es wMre denkbar, 6aQ bereits ein solches "Halbmolekul" eine biologische, beispielsweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Neben dem gezieiten Verdau des Proteins beispielsweise 
mit einer Protease trypsinartiger Spezifitat lassen sich diese HalbmoiekOle Oder HalbmolekQIe mit geringen 
Modifikationen auf vielfaltige Weise darstellen. So ist es moglich, die fur diese HalbmolekQIe kodierenden 
35 DNA-Molekule, die nach an sich bekannten Verfahren herstellbar sind in geeignete Expressiorisvektoren so 
einzufOgen, dafl diese DNA von den Expressionskontrolisequenzen reguliert wird und durch Kultivierung 
eines mit diesen Vektoren transformierten Wirtsorganismus die HalbmolekQIe zu exprimieren, zu isoiieren 
und zu reinigen. 

HalbmolekQIe mit geringen Modifikationen erhalt man beispielsweise durch Einfugung von Spaltstellen, 

40 die dem voilstandigen Protein die fQr bestimmte Proteasen erforderliche Spezifitat verleihen. So \MX sich 
beispielsweise ein Protein mit einer Spaltsteiie mit Faktor Xa-artiger Spezifitat herstellen, indem In dem Ab- 
schnitt, der fQr die Linker-Sequenz zwischen der zweiten und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein Oligonu- 
kleotid eingefugt wird. das fQr das Erkennungs-Tetrapeptid der Faktor-Xa-Protease kodiert. Hierdurch erhalt 
man zunachst ein vollstandiges Protein, das mSglicherweise verMnderte Eigenschaften, beispielsweise 

45 veranderte Stabilitat gegenuber proteolytischem Angriff aufweist, andererseits aber eine hochspezifische 
Spaltsteiie fur die Faktor Xa-Protease enthalt, wodurch gezielt zwei HalbmolekQIe hergestellt werden und 
zum therapeutischem Einsatz gelangen konnen. 

Durch gezielte Mutation der fur Proteine mit VAC-Aktivitat kodierenden DNA lassen sich auiSerdem 
Proteine herstellen, die einem proteofytjschen Angriff besser widerstehen. So fQhrt moglicherweise der 

so Austausch des VAC-alfa und VAC-beta gemeinsamen Arginins zwischen der zweiten und dritten Repeat- 
Struktur durch a.B. Histidin zu besserer Stabilitat der Proteine. Auch der gezielte Ersatz der Qbrigen 
Arginine und de Lysine durch Histidin, moglich durch Ersatz der entsprechenden Codone fQhrt zu 
Proteinen, die erschwert durch Trypsin hydrolisiert werden konnen. Diese gezieiten Mutationen lassen die 
biologischen, beispielsweise antikoagulierenden Eigenschaften der Proteine/Polypeptide im wesentlichen 

55 unbeeinfluflt, fuhren andererseits jedoch zur Veranderung, beispielsweise zur Verbesserungen der Stabilitat 
der Proteine, d.h. zu einer VerSnderung der Haibwertszeit der Proteine. 

in manchen Fallen ist es, beispielsweise fQr die Expression von Proteinen vorteiihaft, dem reifen, 
gewunschten Protein/Polypeptid eine Signafsequenz oder auch eine dem Wirtsorganismus eigene Protein- 
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sequenz vorzuschalten, so dai3 als Expressionsprodukt ein Fusionsprotein entsteht. Die fUr ein Signalpeptid 
kodierende Signalsequenz kann microbieller Herkunft sein oder aus SSugetierzellen stammen; vorzugsweise 
ist das Signalpeptid homolog zu dem Wirtsorganismus. Um diese Produkte in das gewUnschte reife Protein 
Gberfuhren zu konnen, bedarf es einer spezifischen Spaltsteile zwischen dem Signal-/Fusionsanteil und 

5 dem reifen Protein. Hierzu kann man beispielsweise, wie oben beschrieben, an dieser Steile ein Oligonu- 
kleotid einfugen, das fOr das Erkennungs- Tetrapeptid der Faktor-Xa-Protease kodiert. Hierdurch laflt sich 
das exprimierte Fusionsprotein gezielt mit der Faktor-Xa-Protease spaiten. Man erhSIt das reife Protein. 

Ersetzt man gezieit die fur Methionin verantwortiichen Codone, aufler dem an Aminosaureposition 1, 
durch Codone, die fur Leucin, Isoleucin oder Valin kodieren, so IS/ft sich ein eventuell erhaitenes unreifes- 

10 oder Fusionsprotein durch BrCN-Spaltung in das reife Protein uberfUhren. 

Sollte sich erweisen, daj3 derart modifizierte Proteine gleiche oder gegebenenfails verbesserte biologische 
Eigenschaften aufweisen, so waire dies ein mSglicher Weg zur Ausbeutesteigerung und gegebenenfails ein 
Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit besseren Eigenschaften als die natdrlichen VAC-Proteine. 

Als weitere gezielte Mutation ist der gezielte Austausch von einem, gegebenenfails mehreren Cysteinep 

is durch Serin oder Valin zu nennen, indem die entsprechenden Codone ausgetauscht werden. Beeinfluflt 
dieser Austausch die biologische Aktivitat nicht nachteilig, so konnte dieser Weg eine Verbesserung der 
Isolierung und/oder Ausbeute der Proteine bewirken. Nicht auszuschliefien ist auch hierbei eine Verbesse- 
rung der Eigenschaften der Proteine. Als weitere Mutation ist die Kombination verschiedener vollstSndiger- 
oder Teil- Sequenzen der fOr die erfindungsgemaflen Proteine kodierenden DNAs vorgesehen, wodurch 

20 Hybridproteine mit vascular-antikoagulierenden Eigenschaften erhalten werden. Alle durch diese oder 
Shnliche Mutationen erhaltlichen Proteine, die fdr diese kodierenden DNAs, deren Herstellung und Verwen- 
dung sind ebenfalls Gegenstand der voriiegenden Erfindung. 

Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, dafl weder VAC-alfa noch VAC-beta einen ISngeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen, der entweder die Sekretion durch, oder das Einlagem der Proteine in eine 

25 Membran erlauben wiirde. Es ist daher anzunehmen, da/3 es sich bei VAC-alfa und VAC-beta um 
intrazellulare Proteine handelt 

Wallner et al (Nature 320 (1986). pp.77-81) berichten die Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et al. 
(Cell 46 (1986). pp.201 -21 2) und Huang et al. (Cell 46 (1986), pp. 191-199) die Struktur des murinen bzw. 
humanen Calpactin I, das auch Lipocortin II genannt wird. Diese Proteine gehoren ebenfalls zu der Ktasse 

30 der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur laflt sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anschreiben (Fig. 14). Die Homologien zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch ausgepragter als jene 
zwischen VAC und Lipocortin: 

VAC-alfa - VAC-beta : 55,0% 
35 VAC-alfa - Lipocortin I : 41,9% 
VAC-alfa - Lipocortin II : 43,8% 
VAC-beta - Lipocortin I : 41 ,7% 
VAC-beta - Lipocortin II : 44,6% 

4o Anzunehmen ist daher, da/2 auch die Lipocortine aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Antikoagulanzien einzusetzen sind und weiterhin, dafl dies eine 
generelle Bgenschaft dieser Klasse von Ca** abhSngiger Phospholipidbindungsproteine ist Aufgrund der 
analogen Strukturen la/3t sich auch erklaren, dad die erfindungsgemaflen Proteine neben der antikoagulie- 
renden Wirkung auch die Eigenschaften der breits bekannten Ca** abhSngigen Phospholipidbindungspro- 

45 teine aufweisen. Beispieihaft genannt seien hier die antiinflammatorischen Eigenschaften der Lipocortine. 
Die diesen Proteinen eigene Phospholipase Inhibitor-Wirkung konnte auch fOr die erfindungsgemS/ten 
Proteine nachgewiesen werden. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher auch die Verwendung der erfindungsgermUten 
Proteine als antiinfiammatorische Mittel sowie die Verwendung der erfindungsgemS/ten Proteine bei der 

so Behandlung samtlicher fUr die Lipocortine geltenden Indikationen wie beispielsweise rheumatische Erkran- 
kungen. Auch fur diesen Einsatzzweck lassen sich die, den natdrlichen Proteinen entsprechenden erfin- 
dungsgemaflen Produkte in der bereits erwShnten Weise abSndem und deren Eigenschaften gegebenen- 
fails verbessern. 

Bei dem Vergleich der Proteine VAC-alfa, VAC-beta, Lipocortin I und Lipocortin II stellt man fest, da/3 
55 der auffSlligste Unterschied zwischen den Proteinen bei den N-terminalen Peptiden vorliegt, insbesondere 
zwischen den VAC-Proteinen auf der einen und den Lipocortinen auf der andereh Seite. Eine erflndungsge- 
ma/Je Modifikation sieht daher den gegenseitigen Austausch dieser N-terminalen Peptide vor. Herstellen 
lassen sich diese modifizierten Proteine dadurch r dai3 die fQr diese N-terminalen Peptiden kodierenden 
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in an Sich bekannte ' WW". t-WWt werden 
M» HtecJr Ana u * t 6 verble.benden Repeats und die Unker-Abschnitte kodiert. ligiert wird 

R SS- S r 9 ! br t cht ^ e X den: das expnmierte Protein wird isoliert und gereinigt 

v.ci^ L 9 !, ' o 9 ' 03 abha "9 i 9 en Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Vessel Oder andere Bestandteile des Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al.. NatuJasSTsS) 0 573 X 
erne Zusammenfassung). Bei der Sekretion kapseln sich die Veil vom QotaWpparat Sr Lite 12 
wandern zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei wird der InhSt der VeS von Sr Zet 

ro W 9 wC.is Br^ac ^IST^ 90 " 9 "* * ^ontraktn wurde "Uch^n 
QekoDS ? .S^EIE" h ( !?®' 451) ' ** ™ Ch der Stimu,us und *» Sekre «°" ^ber Ca~ 
Sfn L h" f * t6n d ' e Ca ^"Sigen Phospholipidbindungsproteine eine wichtfge Rolle 
sprelen In der konservierten. 17 AminosMuren langen Region jeder Repeat besitzt VA(>S 5 bis fi 
ZfvZ^TZT^* 3 Ami "^ren (Asp, Qfu, Thr, Ser), jeweils dref davon PosiL 

rs SLnH r ? e " To jeC,6r R9peat Vier dieser AminosMuren. Obwohf keines der Prote ne d eTn 
? C?C Critic «Lh S - 10 ft ° "" d f 3 -^" beobachtete EF-Hand Struktur aufweis? (R.H Sngt et 
t' 22£^ R ^- B,ochem - 8 < 1980 >- P^9). *e in diesen Molekulen fur die Ca** Bindung verantwortlich 

s "un^rrrTr unterabschnitt5 in ieder Repeat - — •** - ^ see 

*. PmtSn? 9 e2le ' te Mutationen in diesem Bereich kSnnte versucht werden, die biologische AktivitSt der 

terlweisen Ersate der fur d,e 17 Ammosauren der konservierten Region kodierenden Bereiche vor: 
kodieren VAC - Prote,nen durch Bereiche. die die entsprechenden AminosMuren der Upocortine 

25 umgekehrT VAC " 3 ' fa 8ereiCh6 ' * ente P rec:he "den AminosMuren des VAC-beta kodieren und 

und Um C gete S hrt POCOrtin ' ^ B>r ' ICh * * * ents P rech9nde " AminosMuren des Upocortfns II kodieren 

kodieren oX^" UpOCOrtinen durch Bereich * di » * entsprechenden AminosMuren der VAC-Proteine 



Alle durch diese oder Mhnliche Mutationen erhMltlichen Proteine. die fQr diese kodierenden dna« 
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Transposition oder Addition erhalten werden konnen. Jede Sequenz, die fQr die erfindungsgemaJ3en 
Proteine codiert (d.h. die das biologische AktivitMtsspektrum aufweist, das hier beschrieben ist) und im 
Vergleich mit den gezeigten degeneriert ist, ist ebenfalls eingeschlossen; Fachleute aus diesem Gebiet sind 
in der Lage, DNA-Sequenzen der codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist jede Sequenz, die fUr 

s ein Polypeptid mit dem Aktivitatsspektrum der erfindungsgemaflen Proteine codiert, und die mit den 
gezeigten Sequenzen (oder Teilen davon) unter stringenten Bedingungen hybridisiert (beispielsweise 
Bedingungen, die fUr mehr ais 85 %, bevorzugt mehr als 90 % Homologie selektieren beinhaltet. 

Die Hybridisierungen werden in 6xSSC/5x Denhardt's L6sung/0,1% SDS bei 65* C durchgefUhrt. Der 
Grad der Stringenz wird im Waschschritt festgelegt. So sind filr eine Selektionierung auf DNA-Sequenzen 

10 mit ca. 85 % oder mehr Homologie die Bedingungen 0,2x880/0.01% SDS/65* C und fOr eine Selektionie- 
rung auf DNA-Sequenzen mit ca. 90 % oder mehr Homologie die Bedingungen 0,1 x SSC/0,01% SDS 
65 * C geeignet. f{ 

Die Erfindung betrifft weiterhin Expressionsvektoren. die eine fOr VAC kodierende DNA-Sequenz 
enthalten, die von einer Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird, dafl in einer mit diesem Expres- 

15 sionsvektoren transformierten Wirtszelle Polypeptide mit VAC-Aktivitat exprimiert werden. 

Die Expressionsvektoren der vorliegenden Erfindung werden z.B. hergestellt, indem man in eine Vektor- 
DNA, welche eine Expressionskontrollsequenz enthalt, eine VAC kodierende DNA-Sequenz derart einfOgt, 
da/3 die Expressionskontroll- sequenz besagte DNA-Sequenz reguliert 

Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus der zur Transformation vorgesehenen Wirtszelle. 

20 Geeignete Wirte sind beispielsweise Mikroorganismen, wie Hefen, z.B. Saccharomycescerevisiae , und 
insbesondere Bakterienstamme, die Gber kein Restriktions- oder Modifikationsenzym verfOgen, vor allem 
StSmme von Escherischia coli , z.B. EL coli X17J76, E.coli HB101, E.coli W3110, E.coli HB101/LM1035, E.coli 
JA221(30) oder E.coli K12 Stamm 294, Bkcillus subtilis , Bacillus stearothermophilus , Pseudomonas . 
Haemophilus , Streptococcus und andere, femer Zellen hoherer Organismen, insbesondere etablierte 

25 humane oder tierische Zellinien. Bevorzugte Wirtszellen sind die gesamten Stamme von ELcoIi, insbeson- 
dere E.coli HB101 , E.coli JM101 und E.coii W3jl 10. 

GrundsStzlich sind aile Vektoren geeignet welche die erfindungsgemS/Jen heterologen, fUr die VAC 
kodierenden DNA-Sequenzen in dem gewahiten Wirt replizieren und exprimieren. 

Beispiele fUr Vektoren, die zur Expression des VAC-Gens in einern E.coli- Stamm geeignet sind, sind 

30 Bacteriophages z.B. Derivate des Bacteriophagen X, oder Plasmide, wie insbesondere das Plasmid colE1 
und seine Derivate, z.B. pMB9, pSF2124, pBR317 oder pBR322. Die bevorzugten Vektoren der vorliegen- 
den Erfindung leiten sich von Plasmid pBR322 ab. Geeignete Vektoren enthalten ein vollstandiges Replicon 
und ein Markierungsgen, welches die Selektion und Identifizierung der mit den Expressionsplasmiden 
transformierten Mikroorganismen auf Grund eines phanotypischen Merkmals ermoglicht Geeignete Markie- 

35 rungen verleihen dem Mikroorganismus beispielsweise Resistenz gegenOber Schwermetallen, Antibiotika 
und dergleichen. Weiterhin enthalten bevorzugte Vektoren der vortiegenden Erfindung auflerhaib der 
Replicon- und Markierungsgen- Regionen Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonucleasen, so dafl an 
diesen Stellen die fur die Aminosauresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz und gegebenenfalls die 
Expressions-Kontrollsequenz eingefUgt werden konnen. Ein bevorzugter Vektor, das Plasmid pBR322, 

40 enthalt ein intaktes Replicon, gegen Tetracyclin und Ampicillin Resistenz verleihende Markierungsgene (tet R 
und amp R ) und eine Reihe von nur einmal vorkommenden Erkennungssequenzen fQr Restriktionsendonuc- 
leasen, z.B. Pstl (schneidet im amp R -Gen, das tet R -Gen bleibt intakt), BamHI, Hindlll, Sail (schneiden alle im 
tet R -Gen, das amp R -Gen bleibt intakt). Nrul und EcoRI. 

Mehrere Expressionskontrollsequenzen konnen zur Regulation der VAC-Expression eingesetzt werden. 

45 Insbesondere werden Expressionskontrollsequenzen stark exprimterter Gene der zu transformterenden 
Wirtszelle verwendet. Im Falle von pBR322 als Hybridvektor und E.coli als Wirtsorganismus sind beispiels- 
weise die Expressionskontrollsequenzen (welche aunter anderem den Promotor und die ribosomale Bin- 
dungsstelle enthalten) des Lactoseoperons, Tryptophanoperons, Arabinoseoperons und dergleichen, des 0- 
Lactamasegens, die entsprechenden Sequenzen des Phage XN-Gens oder des Phage fd-Schichtprotein- 

50 gens und andere geeignet. Wahrend der Promotor des 0-Lactamasegens (/S-lac-Gen) bereits in Plasmid 
pBR322 enthalten ist. mGssen die Obrigen Expressionskontrollsequenzen in das Plasmid eingefQhrt werden. 
8evorzugt als Expressionskontrollsequenz in der vorliegenden Erfindung ist diejenige des Tryptophanope- 
rons (trp po) sowohl von Serratia marcescens als auch aus E.coli una der alkalische Phdsphatase-Promotor 
bzw. deren Hybrid. • 

55 Neben diesen besonders gebrauchlichen Promotoren sind auch andere mikroBlelie Promotoren ent- 
wickelt und benutzt worden. Die Gen-Sequenz fUr die erfindungsgemaflen Proteine kann beispielsweise 
unter der Kontrolle des Leftward- Promoters des Bakteriophagen Lambda (PO eingesetzt werden. Dieser 
Promotor ist ein besonders effektiver steuerbarer Promotor. Die Steuerung wird mSglich durch den 
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^22!5^b dem , benachbarte Restriktionsschnittstellen bekannt sind. Ein temperaturempfindli- 
ches AIM dieses Repressor-Gens kann in einen Vektor. der eine protein-Gen-Sequenz enthalt eingefuqt 
werden. Wlrd d,e Temperatur auf 42* C erhQht, wird der Repressor inaktiviert und der (StoS 
D"rch dte Verwendung dieses Systems 1st es mQglich. eine Clon-Bank zu etabliereTTder #ne 
Z ? P <«*^-S°Wenz in Nahbarschaft zu einer Ribosom-Bindungsstelle in *m*JLu*£t 

a ? ^ 

ab n SS a tr?rr? rn ; 9 f e " k 5 nne "' ab,aUfen - S ° entha,t 2 - B - female DNA S Tern uSt 
£T5£^K r C ' 0Per ° n ' ^ dUfCh AUSSChQttUn9 ^actosidase 
a rh 3 Si e n U f ;° ntr ° ,,e, ® men l e k 8«nen aus dem Bacteriophagen Lambda-placS. der infektios fur E. coli ist 
t 5 stmmen LaC "° peron des Pha 9 en kann *■* Transduktion aus derselben Bakterien-SpezS 

Regulationssysteme. die bei dem erfindungsgemSffen Verfahren Verwendung finden konnen konnen 

Zus4tel.cn zu Prokaryoten konnen auch eukaryotische Mikroorganismen, wie Hefekulturen verwendet 
werden Saccharomyces cerevisiae ist die am meisten verwendete von den eukaryotischenl WikZ^ls 
men. obwohl eine Anzahl anderer Spezies ailgemein erhSKIich ist Y MiKroorganis- 

Zur Replikation und Expression in Hefe geeignete Vektoren enthalten einen Hefe-Replikationsstart und 
e,nen se.ekt.ven genetischen Marker far Hefe. Hybridvekforen, die einen H*rJS£ SSain 
S'H^r° SOm ! ,e auton ° m "P**«* Segment (ars), bfeiben nach der Wsformaton XSSSSb 
der Hefezelle extra-chromosomal erhaiten und werden bei der Mitose autonom reoliziert Zur Sor^i™ n 

SPS^E? fT' 86 das rrr YRp7 (Stinchcomb et £5S2£ 

isar^sssr die un,ahi9 ist * in w^^- :yrsss 

Das Vorhandensein des TRP1 Schadens als CharakteristJkum des Hefe-Wirts Genoms stellt dann ein 
wksames Remittal dar, urn transformation nachzuweisen. wenn ohne Tryptophan k^vie^ wird Ga^z 
ahnlich verhalt es sich bei dem Plasmid YEp13, das das Hefe-Gen LEU 2. das zur Bnbun sin^LElS 
m.nus-Mutante verwendet werden kann, enthalt crganzung einer LEU-2- 

nen ^erT T^L^T? 9 * 3 ?™ -nd im Fa " VOn au ^rophen Hefemutanten. Jm aligemei- 

nen Gene, d.e Wirtsdefekte komplementieren. Entsprechende Gene sorgen fur Prototroohie in einar 

SZEZJZFT? ^ ^ ~ UOd » Gen - V °™^'se entJten^ybrid^n 
£5 einen Rephkaflonsstart und ein Markierungsgen fur einen bakteriellen Wirt. InsbwonSET^ 
damrt d.e Kbnsfrukbon und die Klonierung der Hybridvektoren und ihrer Vorstufen in einem^ne JefvS 
ZSmS T 9 ^ 9 Expr9SSi0n Hefe 9eei 9 nete BcpressionskontroSsiu^n^S £££ 
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QenTS^nfTilTT^T^^ Vekt0ren beinha,ten dte ™ankierende Region der 
Sman Ta T^T^^^S^^^ {1983 »" 3-Phosphoglycerate-Kinase 

F«StaTB8RC '1^ St J?S^,Si = ( 980)) ° der andere 9'y k0, y«sche Enzyme (Kawaski und 
Fraenkel, BBRC 108, 1l07-nt2 (1982)) wie Enolase. Giycerinaldehyd-3-phosphat-Dehvdroaenass HavnM 
nase Pyruvat-Decarboxylase. Phosphofructokinase. Q^^ K os^P^l^.^1^^^^. 
merase und Glucokinase. Bei der Konstruktion geeigneter Expressionsplasmide konnen ^ die mit dfetn 
tSZTT^ Termina « onsse ^ e ^" ^entails in den E^orl^T^ZiT^ J^. 

Zt^ ZZ^TT T den " T - d Termination der mRNA zu en^ogiichT 

TrsntCrinL I T£ '• ?* 2Udem n °° h d9n VQrte]i d9r durcn Wachstumsbedingungen kontrolfierten 
Transknption besitzen, s ,nd die Promotor-Regionen der Gene fur Alkohol-Dehydrogena- se-? IsocZchrom 
C. Saure-Phosphatase. abbauende Enzyme, die mit dem Stickstoff-Metabolismus gekoppelt 's nS ^teoten 

und Galaktose verantwortlich sind. Promotoren. die durch den Hefe Mating Typ Locus Z£ werd en 
be.sp.eiswe.se Promotoren der Gene BARL MF^I. STE2. STE3. STE5 konne^bei temp^'eguSen 
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Systemen durch die Verwendung von temperaturabhangigen sir Mutationen eingesetzt werden. (Rhine 
Ph.D. Thesis, University of Oregon, Eugene, Oregon (1979), Herskowitz and Oshima, The Molecular Biology 
of the Yeast Saccharomyces , part I. 181-209 (1981), Cold Spring Harbor Laboratory). Diese Mutationen 
beeinflussen die Expression der ruhenden Mating-Typ Kassetten von Hefen und dadurch indirekt die 
Mating-Typ abhangigen Promotoren. Generell ist jedoch jeder Plasmid Vektor, der einen Hefe-kompatiblen 
Promoter, originare Replikations- und Terminationssequenzen enthalt, geeignet. 

So konnen auch Hybridvektoren, die der Hefe-2u-Plasmid-DNA homologe Sequenzen enthalten, verwendet 
werden. Solche Hybridvektoren werden durch Rekombination innerhalb der Zelle bereits vorhandenen 
2u-Plasmiden einverleibt Oder replizieren autonom. 2u-Sequenzen sind besonders fGr Plasmide mit grofler 
Transformationshaufigkeit geeignet und gestatten eine hohe KopienzahL 

Zusatzlich zu Mikroorganismen sind Zellkulturen multizellularer Organismen ebenfalls geeignete Wirt- 
sorganismen. Im Prinzip ist jede dieser Zellkulturen einsetzbar, ob von Wirbeltier- oder wirbellosen 
Tierzellkulturen. GrSfltes Interesse besteht jedoch an Wirbeltierzellen, so da/3 die Vermehrung von Wirbel- 
tierzellen in Kuitur (Gewebe-Kultur) in den ietzten Jahren zu einer routinemM/Jigen Methode wurde (Tissue 
Culture, Academic Press, Kruse and Patterson, Editors (1973)). Beispiele solch nQtzIicher Wirtszellinien sind 
VERO- und HeLa-Zellen, CHO-Zellen und W138, BHK, COS-7 und MDCK-Zellinien. Expressionsvektoren fUr 
dlese Zellen enthalten ublicherweise (wenn notig) einen Replikationsstartpunkt, einen Promoter, der vor 
dem zu exprimierenden Gen iokalisiert ist, gemeinsam mit alien notwendtgen Ribosomenbindungsstellen, 
RNA-Splicing-Stelle, Polyadenylierungsstelle und transkriptionelle Terminations-Sequenzen. 

Bei der Verwendung in Saugetierzellen stammen die Kontrollfunktionen auf den Expressions-Vektoren 
oftmals aus viralem Material. Beispielsweise stammen die Ublicherweise verwendeten Promotoren aus 
Polyoma-, Adenovirus 2, und besonders haufig aus Simian Virus 40 (SV 40). Die frGhen und spaten 
Promotoren des SV 40 sind besonders niitzlich, da beide leicht aus dem Virus als Fragment zu erhalten 
sind, das auch noch die virale Replikationsstelle des SV 40 enthSIt (Fiers et al.. Nature 273, 113 (1978)). 
Auch konnen kleinere oder groflere Fragmente des SV 40 verwendet werden, vorausgesetzt, sie enthalten 
die annahernd 250 bp lange Sequenz, die von der Hindlll Schnittstelle bis zur Bgll Schnittstelle in dem 
viralen Replikationsstartpunkt reicht. Auflerdem ist es ebenfalls moglich und oft empfehlenswert, Promotor- 
oder Kontroll-Sequenzen zu verwenden, die normalerweise mit den gewOnschten Gensequenzen verknUpft 
sind, vorausgesetzt, diese Kontroll-Sequenzen sind kompatibel zu den Wirtszeilsystemen. 

Ein Replikationsstartpunkt kann entweder durch entsprechende Vektorkonstruktion vorgesehen werden, 
urn einen exogenen Startpunkt einzubauen, beispielsweise aus SV 40 Oder anderen viralen Quellen (z.B. 
Polyoma, Adeno. VSV, PBV, etc.) Oder kann durch die chromosomalen Replikationsmechanismen der 
Wirtszelle vorgesehen werden. Wird der Vektor in das Wirtszellenchromosom integriert, reicht die zuletztge- 
nannte MaBnahme meistens aus. 

insbesondere betrifft die Erfindung zur Repiikation und phanotypischen Selektionen befahigte Expres- 
sionsvektoren, weiche eine Expressionskontrollsequenz und eine fUr die Aminosauresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalten, wobei besagte DNA-Sequenz mitsamt Transkrtptionsstartsignal und 
-terminationssignal sowie Translationsstartsignal und -stopsignal in besagtem Expressionspiasmid unter 
Regulation besagter Expressionskontrollsequenz so angeordnet ist, da/J in einer mit besagtem Expressions- 
piasmid transformierten Wirtszelle VAC exprimiert wird. 

Um eine effektive Expression zu erreichen, mufl das VAC-Gen richtig (in "Phase") mit der Expressions- 
kontrollsequenz angeordnet sein. Es ist vorteilhaft, die Expressionskontrollsequenz in den Bereich zwischen 
dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der Genkodiersequenz, weiche natGrlich mit dem Expressionskon- 
trollsequenz verknupft ist (z.B. die tf-lac-Kodiersequenz bei Verwendung des £-lac-Promotors), mit dem 
VAC-Gen, welches vorzugsweise sein eigenes Translationsstartsignal (ATG) und Translationsstopsignal (z.B. 
TAG) mitbringt, zu verknOpfen. Dadurch wird eine effektive Transkription und Translation gewMhrleistet. 

Beispielsweise wird ein Vektor, insbesondere pBR322. mit einer Restriktionsendonuklease geschnitten 
und, gegebenenfalls nach Modifikation des so gebildeten linearisierten Vektors, eine mit entsprechenden 
Restriktionsenden versehenen Expressionskontrollsequenz eingefUhrt. Die Expressionskontrollsequenz ent- 
hait am 3'-Ende (in Translationsrichtung) die Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuclease, so daB 
der die Expressionskontrollsequenz bereits enthaltende Vektor mit besagtem Restriktionsenzym verdaut und 
das mit passenden Enden versehene VAC-Gen eingesetzt werden kann. Dabei entsteht ein Gemisch von 
zwei Hybridplasmiden, weiche das Gen in richtiger bzw. in flascher Orientierung enthalten. Vorteilhaft ist es, 
den die Expressionskontrollsequenz bereits enthaltenden Vektor noch mit einer zweiten Restriktionsendo- 
nuclease innerhalb der Vektor-DNA zu spalten und in das entstandenen Vektcr-Fragment das mit richtigen 
Enden versehene VAC-Gen einzusetzen. Alle Operationen am Vektor erfolgen vorzugsweisb in einer Weise, 
daJ3 die Funktion des Replicons und zumindest eines Markierungsgens nicht beeintrachtigt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der votiiegenden Erfindung wird ein von pBR322 abgeleiteter 
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Vektor, welcher eine Expressionskontrollsequenz, insbesondere diejenige vom Tryptophan-Operon (trp po), 
enthalt. die am 3'-Ende (zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ersten ATG) die Erkennungssequenz 
fiir eine, vorzugsweise kohasive Enden bildende, Restriktionsendonuclease, z.B. EcoRI, tragt mit der 
genannten Restriktionsendonuclease und im Vektor-DNA-Teil mit einer zweiten Restriktionsendonuclease 
welche flache Oder bevorzugt kohasive Enden bildet, z.B. BamHI, verdaut, wonach der so linearisierte 
Vektor mit der entsprechende Enden aufweisenden VAC-DNA (z.B. mit einem EcoRI-Ende vor dem ATG- 
Start und einem BamHI-Ende nach dem Translationsstop-Codon) verknupft wird. Die VerknGpfung erfolgt in 
bekannfer Weise durch Paarung der komplementaren (kohasiven) Enden und Ugierung, z.B. mit T4-DNA- 
Ligase. 

Vorzugsweise konnen die erfindungsgemaflen DNA-Sequenzen auch in dem Expressionsplasmid 
PER103 (E. Rastl-Dworkin et al., Gene 21, 237-248 (1983) und EP-A-0.115-613 - hinterlegt bei der DSM 
unter der Nummer DSM 2773 am 20. Dezember 1983). in dem Plasmid parpER33 (EP-A-0.115-613) Oder 
dem Plasmid pRH100 exprimiert werden. da diese Vektoren alle Regulationselemente enthalten, die zu 
einer hohen Expressionsrate der klonierten Gene fuhren. 

Erfindungsgemafl wird als Expressionsvektor far das synthetische Protein Gen das Plasmid pRH100 
verwendet. das den regulierbaren Tryptophanpromotor aus Serratia marcescens und eine artifizielle Riboso- 
menbindungsstelle enthalt Zur Herstellung des Expressionsplasmides pRH100 wurde das Plasmid pER103 

( J V !,., D , WOrkin " RaStl St Gene 21 {1983> 237 * 248 ' EP-A-O.115-613) mit der Restriktionsendonuklease 
Hindlll linearisiert und die Oligonukleotidsequenz 

5 ' AGCTTAAAGATGAGCTCATCTTTA 3 • . 

. 3'. ATTTCTACTCGAGTAGAAATTCGA 5' 



eingefOgt 

Die uber den mRNA-Weg. aus genomischer DNA oder synthetisch gewonnene. mit entsprechenden 
(insbesondere EcoRI- und BamHI-) Enden versehene VAC-DNA kann vor dem Einbringen In ein Expres- 
sionsplasmid auch in einen Vektor. z.B. pBR322. kloniert werden. urn gr6flere Mengen an VAC-DNA. 
30 beispielsweise fQr die Sequenzanalyse, zu gewinnen. Die Isolierung der Klone. welche das Hybridplasmid 
enthalten. wird beispielsweise mit einer VAC-DNA spezifischen. radioaktiv-markierten Oligohucleotid-Probe 
(siehe oben) durchgefiihrt Die Charakterisierung der VAC-DNA erfolgt beispielsweise nach dem Verfahren 
von Maxam und Gilbert (11). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung werden Teilstiicke der VAC-ONA synthetisiert Die 
35 Erfindung betnfft auch ein Verfahren zur Herstellung von transformierten Wirtszellen. dadurch gekennzeich- 
net. dafl man eine Wirtszelle mit einem Expressionsvektor. der eine von einer Expressionskontrollsequenz 
regulierte, fOr die AminosMuresequenz von VAC kodierende DNA-Sequenz enthalt. transformiert 

Geeignete Wirtszellen sind beispielsweise die oben genannten Mikroorganismen. wie StSmme von 
Saccharomyces cerevisiae. Bacillus subtilis und insbesondere Escherichia coli. Die Transformation mit dem 
40 erfindungsgemaflen Expressionsplasmiden erfolgt beispielsweise wie in der Literatur beschrieben. so fOr S 
cerev :f'^ < 12 >- Bsubtllis < 13 ) und E£2^ (14). Die Isolierung der transformierten Wirtszellen erfolgt 
vorteilhaft aus einem selektiven Nahrmedium. dem das Biocid zugesetzt wird. gegen welches das im 
Expressionsplasmid enthaltende Markierungs-Gen Resistenz verleiht. Wenn, wie bevorzugt die Expres- 
sionsplasmide das amp R -Gen enthalten, wird dem Nahrmedium demgemafl Ampicillin zugesetzt Zellen 
45 welche das Expressionsplasmid nicht enthalten, werden in einem solchen Medium abgetetet. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die auf dem genannten Weg erhaltlichen transformierten Wirtszellen. 
Die transformierten Wirtszellen konnen zur Herstellung von Verbindungen mit VAC-Aktivitat verwendet 
werden Das Verfahren zur Herstellung dieser Verbindung ist dadurch gekennzeichnet. dafl die transformier- 
ten Wirtszellen kultiviert und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird. 
50 ^ ° ie Er ! ndun9 betriffL daner vor a" 9 " 1 « in Verfahren zur Herstellung von Verbindungen mit VAC-AktivitSt 
und von Salzen solcher Verbindungen. dadurch gekennzeichnet daS mit einem Expressionsplasmid. 
welches eine von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, ffir die AminosMuresequenz von VAC 
kodierende DNA-Sequenz enthalt, transformierte Wirtszellen in einem fltlssigen Nahrmedium. welches 
assim.lierbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthalt kultiviert werden und das Produkt aus den 
ss VVirtszellen freigesetzt und isoliert wird, und. falls erforderlich. ein verfahrensgemafl erhaltliches Produkt mit 
einem zur Aufspaltung der Disulfidbindungen geeigneten Reduktionsmittel versetzt und das erhaltliche 
reduzierte Polypeptid gegebenenfalls mit einem zur NeuknOpfung von Disulfidbindungen geeigneten Oxida- 
tionsmittel behandelt wird. und gewunschtenfalls, eine erhMltliche VAC-Verbindung in eine andere VAC- 
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Verbindung tiberfuhrt wird, ein verfahrensgema/3 erhaltliches Qemisch von Verbindungen mit VAC-AktivitSt 
in die einzelnen Komponenten aufgetrennt wird und/oder t gewGnschtenfalls, ein erhaltenes Salz in das 
Polypeptid und ein erhaitenes Polypeptid in das entsprechende Salz desselben OberfGhrt wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur Hersteilung von VAC- Verbindungen. 

5 Die Kultivierung der erfindungsgema/ten Transformierten Wirtszeilen erfolgt in an sich bekannter Weise. 
So konnen fGr die Kultivierung der erfindungsgema/ten, transformierten Wirtsmikroorganismen verschiedene 
Kohlenstoffquellen verwendet werden. Beispiele bevorzugter Kohlenstoffqueilen sind assimilierbare Kohien- 
hydrate, wie Glucose, Maltose, Mannit Oder Lactose, oder ein Acetat, das entweder allein Oder in 
geeigneten Gemischen verwendet werden kann. Geeignete Stickstoffquellen sind beispielsweise Aminosau- 

w ren, wie Casaminosauren, Peptide und Proteine und ihre Abbauprodukte, wie Trypton, Pepton oder Flei- 
schextrakte; weiterhin Hefeextrakte, Malzextra^t, wie auch Ammoniumsalze, z.B. Ammoniumchlorid, -sulfat 
oder -nitrat, die entweder allein oder in geei|rieten Mischungen verwendet werden konnen. Anorganische 
SaJze. die ebenfalls verwendet werden konnen, sind z.B. Sulfate, Chloride, Phosphate und Carbonate von 
Natrium, Kaiium, Magnesium und Calcium. 

75 Weiterhin enthalt das Medium z.B. wach^feimsfordemde Substanzen, wie Spurenelemente, z.B. Eisen, 
Zink, Mangan und dergleichen, und vorzugsweise Substanzen, die einen Selektionsdruck ausQben und das 
Wachstum von Zellen, die das Expressionsplasmid verloren haben, verhindern. So wird dem Medium 
beispielsweise Ampicillin zugesetzt, wenn das Expressionsplasmid ein amp R -Gen enthalt. Ein solcher 
Zusatz von antibiotisch wirksamen Substanzen bewirkt auch, da/3 kontaminierende, Antibiotika-empfindliche 

20 Mikroorganismen abgetotet werden. 

Die Kultivierungsbedingungen, wie Temperatur. pH-Wert des Mediums und Fermentationszeit, werden 
so ausgewShlt, dafl maximale VAC-Titer erbatten werden. So wird ein E. coli- oder ein Hefe-Stamm 
bevorzugt unter aeroben Bedingungen in submerser Kultur unter SchUtteln oder Rtlhren bei einer Tempera- 
tur von etwa 20 bis 40* C, vorzugsweise etwa 30* C, und einem pH-Wert von 4 bis 9, (vorzugsweise etwa 

25 30* C, und einem pH-Wert von 4bis 9), vorzugsweise bei pH 7, wahrend etwa 4 bis 20h, vorzugsweise 8 bis 
12h, kultiviert. Dabei sammelt sich das ExpresSionsprodukt intrazellul§r an. 

Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht hat. wird die Kultivierung abgebrochen und das 
Produkt. falls erforderlich, aus den Zellen des Mikroorganismus freigesetzt. Zu diesem Zeck werden die 
Zellen zerstort, z.B. durch Behandlung mit einem Detergens. wie SDS oder Triton, oder mit Lysozym oder 

30 einem gleichartig wirkenden Enzym lysiert. Alternativ oder zusMtzlich kann man mechamsche KrMfte, wie 
Scherkrafte (z.B. X-Presse, French-Presse, Dyno-Mill) oder SchGtteln mit Glasperlen oder Aluminiumoxid, 
oder abwechselndes Einfrieren, z.B. in flGssigem Stickstoff, und Auftauen, z.B. auf 30* bis 40* C, sowie 
Ultraschall zum Brechen der Zellen anwenden. Die resultierende Mischung, die Proteine. Nucleins^uren und 
andere Zellbestandteile enthalt, wird nach der Zentrifugation in an sich bekannter Weise an Proteinen 

35 angereichert. So wird z.B. der grofite Teil der Nicht-Protein-Bestandteile durch PolySthylenimin-Behandlung 
abgetrennt und die Proteine einschliefiblich der VAC-Verbindungen z.B. durch SSttigen der Losung mit 
Ammoniumsulfat oder mit anderen Salzen ausgefallt. Weitere Reingungsschritte umfassen beispielsweise 
chromatographische Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie. HPLC, Reverse-Phase-HPLC und der- 
gleichen. So erfolgt die Auftrennung der Mischbestandteile durch Dialyse, nach Ladung mittels Gel- oder 

.40 trSgerfreier Elektrophorese, nach MolekUlgroBe mittels einer geeigneten Sephadex-Saule, durch Affinitat- 
schromatographie, z.B. mit AntikQrpern, insbesondere monoklonalen Antikorpem, Oder mit Thrombin gekup- 
pelt an einen geeigneten Trager zur Affinitatschromatographie, oder durch weitere, insbesondere aus der 
Literatur bekannte Verfahren. 

Beispielsweise umfaflt die Isolierung der exprimierten VAC-Verbindungen die folgenden Stufen. Abten- 

45 nung der Zellen aus der Kulturlosung mittels Zentrifugation; Hersteilung eines Rohextraktes durch Zerstoren 
der Zelien, z.B. durch Behandlung mit einem lysierenden Enzym und/oder abwechselndem Einfrieren und 
Wiederauftauen; Abzentrifugieren der unloslichen Bestandteile; Ausfallen der DNA durch Zugabe von 
Polyathylenimin; Fallung der Proteine durch Ammoniumsulfat Affinitatschromatographie des gelosten 
Niederschlags an einer monoklonalen Anti-VAC-Antikorper-SMule; Entsalzung der so gewonnenen Losung 

so mtitels Dialyse oder Chromatographie an Sephadex G25 oder Sephadex G10. 

Weitere Reinigungsschritte schlie/ten Gelfiltrationen an Sephadex G50 (oder G75) und Reverse-Phase- 
HPLC ein. Entsalzung wieder an Sephadex G25. 

Zum Nachweis der VAC-Aktivitat kann der Test mit Anti-VAC-Antikorpem (z.B. aus Kaninchen/Maus 
erhaltliche, oder aus Hybridomazellen erhaltliche monoklonale Antikorper) oder konnen die in der EPA 0 

55 181 465 beschriebenen Tests herangezogen werden, 

Wie bereits erwahnt, ist der alkalische Phosphatasepromotor besonders geeignet fUr die Expression der 
erfindungsgemaflen Proteine. 

Das Gen fur die alkalische Phosphatase (PhoA) aus E.coli unteriiegt einer strengen Regulation. In 
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rfnZ- P u or d . daS ?" k0mp ' ett ab 9 escha « et . bei Abwesenheit von Phosphat im Medium 
erfolgt Genexpress.on. H.Shuttleworth et al.. Nucleic Acids Res. 14 (1986). p.8689 sowie C.N.Chang et aL, 
Gene 44 (1986). pp.121-125 beschreiben die Nukieotidsequenz dieses Gens. Zur Konstruktfon eines 
gee.gneten Express.onsvektors wurde aus mehreren Oligonukleotiden die Promotdrregion des PhoA Gens 
zusammengesetzt und in EcoRI-Clal geschnittenes pAT153 (Amersham) eingesetzt. Vor der ribosomalen 

?vnl U rS! nZ c e ' ne Xh °' Ste " e ein 9 9fUhrt - Die ° r ®"** EcoRI Stelle wird beim Bnligieren des 
synthetischen DNA-Fragmentes zerstort. Nach der ribosomalen Bindungsstelle wurde ein Translationsstart- 
ATG vorgesehen. dessen G das erste Nukleotid einer Sad (=Ss«) Stelte ist. Der Expressionsvektor ISBt 
Sin!!?? I 30 ' "* dieS6r St6 " e ,inearisieren und der 3<0berhang durch Behandlung mit DNA- 
mZTZTIL: r en ° W ? a9me "\: n Ge 9 enwa rt von dGTP in ein gerades Ende Qberfuhren. Dadurch kann 

£ «" a " t 986 ' 9efQ9t Werd9n ' fQr korrekte BW** mufl es mit der ersten Base 

aer kodierenden Region beginnen. 

rr a n«w S n? ind l"" Sa " r ra9mem dSS pAT - Ante » s wurde entfe ™ ""d durch den alkalischen Phosphatase- 
Transknpt.onsterm.nator ersetzt. D.e originate Sail Stelle wurde zerstSrt. DafUr wurde sie vor dem Termina- 
tor zusammen m.t der ebenfalls aus pAT153 deletierten BamHI Stelle wieder eingebracht 
pRH2M?gen e annt er Syntheti$Ch hera9Stellte " DNA P'SMS abgebildet Der resultierende Vektor wurde 

far VAC^T^ Bi T ISPS ^'f ' Exptession von VAC - alfa Signet ist. wurde in den pRH284T ein 
fur VAC-alfa kod.erendes DNA Molekiil eingefQgt Hierzu wurde beispielsweise der cDNA Won pP6/5 mit 

r! \Z hn St ' 9e tt n,tt !" " nd d3S 980 bp la " 9e Fra9ment iso,iert - das de " ^P* 48 " d <* kodierenden und 
ca 200 bp 3n.chttranslaterte Region enthalt Mittels Oligonukleotiden wurde das fehlende 5'Ende der 
kod.erenden REgran ersetzt. Dabei wurde durch zwei Mutationen (GGC - GGT. Gly-7 und ACT - ACC 
Thr-8) gleichzeitig eine Kpnl-Schnittstelle in die VAC-cDNA eingefuhrt. 
Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 

,EBI - 678 IIBBI-677 
5 • GCACAGGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTTGAT6AGCGGGCT 
CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
I EBI-680M 

GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 

MEBI-682 | 

ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCTGCA 3 • 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG S • 

67911 EBI-6811 

Der so hergestellte Vektor wurde pRH291 genannt (Rg. 1 6). 
H«t S r B « P ,n SSi0 !!- V(? " VAC * eta wurde vorzugsweise als Expressionsvektor das Plasmid pER103 verwen- 

nJ^^TS ^ 6t Gen ! V <1983)< 237 - 248) - Der Vektor wurde mit Hi " d '« "nearisiert. Das 
tl WUrde ^ dATP Und DNA - p <"y^ase I / Klenowfragment partiell eingeftillt. und der 
verbleibende Bnzelstrangrest mit S1 Nuklease verdaut Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschn tten und 
S A 9 ^ e J;^? ment iS0 ' iert (Rg - 17) - den so vorbereiteten Vektor wurde das far VAC-befa kodierenSe 
DNA-Molekul l.giert Hierzu wurde beispielsweise aus dem Klon pRH203 das 440 bp I^?mSSS5 ' 
Fragment .sol.ert. das die Codons 13 bis 157 enthalt. Das fehlende 5'Ende wurde Surch^l^nukteoWde 
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EBI-307 

5 9 CCATGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 f 

3 » GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5 * EBI-306 

Dabei wurden fOr Exoli optimale Codons verwendet (zB. R.Grantham et al., Nucleic Acids Res. 8 
(1980), 1893-1912). Dieser Codonaustausch resultierte in einer neuen Hindlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Nach 
dem Nachschnitt mit BamHI wurde das 5'terminale VAC-Fragment in den vorbereiteten pER103 Vektor 
ligiert. Der entstehende Vektor wurde pRH211 benannt. Um die fOr VAC-beta kodierende Region zu 
erganzen, wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHI-Sphl Fragment isoliert Der ca. 200 bp 
iange pBR322 Abschnitt von BamHi bis Sphl aus dem Plasmid pRH21 1 wurde entfernt und durch den 
entsprechenden VAC-cDNA Teil ersetzt. Es resultierte der Vektor pRH212. Das EcoRI-BamHI Fragment, 
das den Trp-Promotor (S.marcescens). die ribosomaie Bindungssteiie und den synthetisch hergestellten 
Beginn des VAC-beta Gens enthalt. wurde durch Sequenzieren QberprGft. Der Nachweis des plasmidkodier- 
ten VAC-beta erfolgte im Maxizell-system (A.Sancar et ah, J. Bacteriol. 137 (1979). pp.692-693.). 

Besonders bevorzugt fQr die Expression des VAC-beta ist die Konstruktion eines Expressionsvektors 
ausgehend von pRH284T. Hierzu wurde in den Expressionsvektor in geeigneter Weise das ftir VAC-beta 
kodierende Insert ligiert. Als Ausgangsmaterial fUr dieses Insert kann beispielsweise der Vektor pRH212 
dienen: 

Der Expressionsvektor pRH284T wrude mit Sacl linearisiert und die 3' GberhSngenden Ende mit DNA- 
Polyrnerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden QbergefGhrt Der Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten, und das groSe Fragment isoliert. Das Hindlll-Sall Insert des Klons pRH212 wurde isoliert Das 
Oligonukleotidpaar 

5 f GCTTGGTGGAA 3 f EBI-684 

3 f CGAACCACCTTTCGA 5* EBI-68 5 

wurde mit dem VAObeta Insert und dem vorbereiteten pRH284T ligiert. E.coli HB101 wurde mit der 
Ligaselosung transformiert. Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Rg.18). 

Da in den Expressionsvektoren pRH291 (VAC-alpha) und pRH292 (VAC-beta) das Tetracyclinresistenz- 
gen vom Promotor bis zur Sall-Stelle deletiert worden ist, konnen diese Vekoren keine Tetracyclinresistenz 
vermitteln. Tetracylin-resistente Expressionsvektoren erhSIt man beispielsweise durch die Konstruktion nach 
dem Schema in Fig. 36. VAC-alpha und VAC-beta cDNA weisen jeweils in der 3' nicht translatierten Region 
eine Sphi Steile auf. Im beta-Lactamase Gen des Vektors findet sich eine Pvul Stelle. Beide Erkennungsse- 
quenzen sind singular. Daher kann durch Schnitt mit Pvul und SpHI ein Teil des beta-Lactamase-Gens, der 
phoA-Promotor und die den gesamten kodierenden Teil der VAC-alpha Oder -beta plus etwas 3' nicht 
translatierter cDNA aus den beiden Expressionsvektoren freigesetzt werden. Andererseits kann aus dem 
Plasmid pAT153 durch Schnitt mit Pvul und EcoRI der Rest des beta-Lactamase Gens, der Replikationsurs- 
prung und das gesamte Tetracyclinresistenzgen inklusive des Promotors freigesetzt werden. Werden die 
Sphl- bzw. EcoRI Enden durch enzymatische Behandlung gerade gemacht. erhalt man hier kompatible 
Enden. Werden nun Vektor-Fragment und das VAC-alpha Oder VAC-beta cDNA enthaltende Fragment 
ligiert, entstehen Expressionsvektoren, die das komplette Tetracyclin enthalten: pGN25 (VAC alpha), pGN26 
(VAC-beta). 

Kompetente Wirtsorganismen, beispielsweise Exoli, besonders bevorzugt E.coli HB101 wurden mit den 
so hergestellten Expressionsvektoren transformiert und in geeigneten Medien kultiviert 

En fOr die Expression von VAC-alfa und VAC-beta gut geeignetes Medium sei im folgenden mit seinen 
Komponenten angefUhrt. 
0,2 - 2,0 g/l (NH*) 2 HP04 
0,1 - 1,5 g/l K 2 HPO*.3H 2 0 
0,1 - 5 g/l KCI 
0.1 - 10 g/l NaCl 

0 - 5 g/l NH4CI 

0,1 - 5 g/l MgSO*.7H 2 0 
0.001 - 0.1 g/l CaCI 2 

1 - 50 mg/l Thiamin.HCI 

0.5 - 100 mg/l (NH*)2Fe(S04) 2 .6H 2 0 
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0,1 - 5 mg/l AICI3.6H2O 

0,1-10 mg/l C0CI2.6H2O 

0,2 - 5 mg/l KCr(SO*) 2 .12H 2 0 

0.1 - 5 mg/l CuSO*.5H 2 0 
5 0,05- 1 mg/i H3BO3 

0,1 - 5 mg/l MnSO*.H 2 0 

0,1 - 5 mg/l NiSO*.6H 2 0 

0.1 - 5 mg/l Na 2 Mo04~2H 2 0 

0.1 - 5 mg/l ZnSO*.7H 2 0 
to 10-30 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art.# 2238) 

0 - 100 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

0,10-1 mg/1 Cystein 

0 - 10 g/l Hefeextrakt (Difco) 

0 - 2 g/l Citronensaure 
rs 0-50 g/l Glucose (Start) 

5 - 50 g/l Glucose (Zufutterung wahrend der Fermentation 

Besonders geeignet 1st das Medium der Zusammensetzung: 



20 

Medien: 1) Vorkultur 

10 g/l Trypton 
5 g/l Hefeextrakt 
25 4 g/l Glucose 

9 g/l Na 2 HP0 4 .2H 2 0 
1 g/l NH4CI 
1 g/l KCI 

1 ml/I 1M MgSO*.7H 2 0 
100 mg/l Ampicillin 
Start-pH = 7,2 



J5 2) Hauptkultur 

0,68 g/l (NH*) 2 HPO* 

0,62 g/l K 2 HPO*.3H 2 0 

2.33 g/I KCI 
4a 0,5 g/l NaCI 

0,53 g/l NH4CI 

1,23 g/l MgS(X7H 2 0 

0,011 g/l CaCI 2 

10 mg/l Thrarnin.HCI 
45 3,92 mg/I (NH4) 2 Fe(SO*) 2 .6H 2 0 

0,72 mg/l AICI 3 .6H 2 0 

0,71 mg/l CoCI 2 .6H 2 0 

1,5 mg/l KCr(SO*) 2 .12H 2 0 

0.75 mg/l CuSO*.5H 2 0 
sa 0,19 mg/l K3BO3 

0,51 mg/l MnS0*.H 2 0 

0,79 mg/I NiSO*.6H 2 0 

0,73 mg/l Na 2 MoO*.2H 2 0 

0,86 mg/l ZnSO*.7H 2 0 
ss 21 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art# 2238) 

25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein 

2 g/l Hefeextrakt 
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I g/l Citronensaure 

II g/l Glucose.H 2 0 (Start bzw. Feed) 

Zur Fermentation wurde beispielsweise das Vorkulturmedium mit E.coli, transformiert mit dem entspre- 
chenden Expressionsvektor, angeimpft und unter RQhren und Sauerstoffzufuhr inkubiert Ein Teil dieser 
Vorkultur wurde dann in einen Fermenter mit dem Hauptkulturmedium UberfUhrt und unter ROhren und 
Beluften kultiviert. Wahrend der Fermentationszeit wurde die Giucosekonzentration und der Sauerstoffpar- 
tialdruck beobachtet und entsprechend optimiert. Nach etwa 20 Stunden Fermentationszeit wurde der 
Ansatz abgekuhlt, das NShrmedium von der Biomasse abgetrennt und eingefroren. 

Der Nachweis der exprimierten Proteine erfolgte beispielsweise durch Western Blot. Das Ergebnis ist in 
Fig. 19 weitergegeben. 

'^Phosphat^ ist die Kontrolle ohne Expression, "-Phosphat" zeigt die Expression von VAC-alfa (Klon- 
HB101/pRH291) bzw. VAC-beta (Klon HB101/pRH292) Protein unter der Kontrolle des alkalischen Phospha- 
tase Promotors. Sowohl VAC-alfa als auch VAC-beta Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu 
erkennen. Die gebildete Menge an VAC-Proteinen betragt Qberraschenderweise mindestens 20 
mg/l/OD 6 oonm Bakterienkultur. 

Der Western Blot zeigt deutiich die angefarbte VAC-alfa Bande. ZusMtzlich sind einige Proteine 
niedrigeren Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, die moglicherweise durch proteolytische 
Spaltung am N-und/oder C-Terminus des VAC-alfa Proteins entstanden sind. Auffallig ist auflerdem ein 
durch das Antiserum erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD. das ein durch Proteolyse entstandenes 
HalbmolekQI des VAC-alfa Proteins darstellen konnte. Qberraschenderweise wurde auch VAC-beta durch 
Anti-VAC-Antiserum erkannt Da diese Bande wesentlich schwScher als die VAC-alfa Bande gef£rbt ist, 
andererjseits aber die VAC-beta Bande im Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensity dem VAC-alfa 
entspricht. ist daraus zu schlieflen. dafl die Erkennung des VAC-beta Proteins durch das Anti-VAC- 
Antiserum wesentlich schlechter als jene des VAC-alfa Proteins erfotgt 

Zur Isolierung und Reinigung der exprimierten Proteine wurde die gefrorene Biomasse in einem 
geeigneten Lyse-Puffer suspendiert. Die Zellen wurden anschlieflend mechanisch, beispielsweise durch 
eine Manton-Gaulin Presse zerstort Nach Zugabe eines FSIIungsmittels fOr Nicht-Protein-Bestandteile, wie 
Polyethylenimin, wurden die festen Bestandteile beispielsweise durch Zentrifugation entfernt. Nach AusfSI- 
lung der Proteine, vorzugsweise durch Ammoniumsulfatfraktionierung, Auflosung des Prazipitates, Entfer- 
nung des Fallungsmittels und Klarung der Losung wurde der so erhaltene Extrakt verschiedenen 
chromatographischen Reinigungsschritten unterworfen. Anstelle der Ausfallung der Proteine laflt sich der 
rohe VAC-Extrakt auch durch eine chromatographische Vorreinigung soweit reinigen, dai3 er anschiieflend 
einem Reinigungszyklus unterworfen werden kann. Als geeignetes Saulenmaterial fUr die Vorreinigung hat 
sich beispielsweise S1O2 herausgestellt. doch sind auch andere Materialien mit ahnlichen Eigenschaften 
geeignet. Erfindungsgemafl wurde Silica Catalyst, Carrier, Grade 953 W der Ftrma Grace verwendet. 
Ein fur die Reinigung der erfindungsgemaflen Proteine geeigneter chromatographischer Reinigungszyklus 
bestand beispielsweise aus einer DEAE-Fast-Flow-Sepharose-, einer Sephacryl S-200 High Resolution- und 
einer Q-Sepharose-Fast-Flow-Chromatographie. Die Reinheit der so erhaltlichen erfindungsgemaflen Pro- 
teine wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot, Gelpermeations HPLC, Reverse HPLC und isoelektrischer 
Fokussierung bestimmt. 

Die fur samtliche Kultivierungs-, Isolierungs- und Reinigungsschritte erforderfichen einzuhaltenden 
Parameter wie Temperatur, Mengenverhaltnisse, Reihenfolge der einzelnen Schritte, pH-Werte, besondere 
Reagentien etc. sind dem Fachmann bestens bekannt. Die unten angegebenen Beispieie konnen, fails 
gewunscht, in geeigneter, dem Fachmann bekannter Weise abgewandelt werden. 

Von besonderer Bedeutung ist die Frage, ob ein durch gentechnische Methoden hergestelftes VAC- 
Protein, im folgenden kurz r-VAC genannt, mit dem aus natOrlichem Material erhaltlichen VAC-Protein (s. 
EPA 0 181 465), im folgenden VAC genannt, identisch ist; identisch sowohl in seiner Struktur als auch in 
seinen biologischen Eigenschaften. 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden folgende Methoden verwendet 

1 . Gelpermeations-HPLC 

2. Reverse Phase HPLC 

3. N-terminale Sequenzierung 

4. Tryptische Peptid Karte 

5. SDS-Gelelektrophorese 

6. Western Blot 

7. Isoelektrische Fokussierung 

Die Gelpermeations-HPLC weist fOr VAC ein Molekulargewicht von 34.000, fOr r-VAC von 33.000 auf, 
was innerhalb der Genauigkeit der Methode als gleichwertig zu betrachten ist. Es ist zu beachten, da£ die 
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verwendete SSule streng genommen nicht nach dem Moiekulargewicht sondern nach der MolekUlgrofle 
differen2iert. 

Bei der Reverse Phase HPLC eluieren beide Proteine nach einer Retentionszeit von etwa 29 Minuten. 

Die N-terminale Sequenzierung des r-VAC bis zur Aminosaure 39 ergab 100%ige Obereinstimmung mit 
5 der erwarteten Sequenz. N-terminales Methionin, oft bei gentechnisch hergesteilten Proteinen zusatzlich 
anzutreffen, konnte uberraschenderweise nicht nachgewiesen werden. Wie zu erwarten war, liegt der N- 
Terminus des r-VAC unblockiert vor. 

Bei dem Vergleich der tryptischen Fragmentierung ergab sich ein praktisch identisches Peptidmuster. 

Auch der Vergleich der beiden Proteine mittels SDS-PAGE zeigte praktisch gleichartiges Verhalten. 
io Beide beinhalten dimere Formen, die offensichtlich Uber DisuIfidbrQcken gebunden sind und mit Dithiothrei- 
tol reduziert werden konnen. 

Ebenso bestatigte der immunologische Vergleich durch Western Blot die Identity der beiden Proteine. 

Der bei der Ermittfung des isoelektrischen Punktes festzustellende Unterschied von +0,1 pH-Einheiten 
bei r-VAC laflt sich durch den freien N-Terminus erklSren. 
is Zur Oberprufung der bfologischen Aktivitat des r-VAC wurden verschiedene Koagulationstest durchge- 
fUhrt und die Ergebnisse mit denen verglichen, die mit VAC aus naturlichem Material erhalten wurden. Alie 
durchgefOhrten Tests, der modifizierte Prothrombin Zeit Test, ebenso wie der Thrombin Test, ebenso wie 
die Faktor X a -Generation in Gewebefaktor-aktiviertem Plasma belegen eindeutig, da!3 r-VAC biologische 
Aktivitat aufweist, und dai3 diese nicht zu unterscheiden ist von der des VAC aus natClrtichem Material. 
20 Die aus der cDNA abgeleiteten AminosMuresequenz fOr VAC£ zeigt erne 54% Homologie zu VAC-a. 
Aufgrund dieses Befundes wurden einige biologische Aktivitaten von VAC-0 mit denen von VAC-a 
verglichen. 

1. Der Effekt von VAC-a und VAC-£ auf die Prothrombinase-Aktiv'rtMt Fig. 47 zeigt, da/3 beide 
Proteine VAC-a und VAC-/9 den gieichen inhibitorischen Effekt auf die Prothrombinase-Aktivitat ausUben, 

25 was den bleichen Mechanismus fur die Koagulationsinhibitation vermuten laflt. 

2. Phospholipase Inhibitationsaktivitat wie bereits erwahnt, lassen sich VAC-a aufgrund ihrer PrimSr- 
struktur und VAC-0 in die Familie der Amexine einordnen. (Qusow, MJ. (1987) Febsietters 203, 99-103). 
Einige andere Mitglieder dieser Familie, z.B. Calpactin I und II haben sich als Phospholipase Inhibitoren 
herausgestellt. Ihre Aktivitat beruht auf einer Calcium-abhangigen Bindung an die Phospholipide wodurch 

ao sie den Angriff der Phospholipase auf ihr Substrat blockieren (Davidson et ai. (1987) J. Biol. Chem. 262, 
1698-1705. . 

Da nun VAC-a und VAC-0 Caicium-abhangig an Phospholipide binden, wurde QberprQft, ob die beiden 
Proteine ebenso auch mogliche Antiphospholipase-Aktivitaten aufweisen. Ein Testverfahren mit 3 -H-Olsaure 
markiertem E.coli wurde hierzu verwendet 

35 Die Figuren 48 und 49 zeigen, dafi sowohl VAC-a als auch VAC-0 Phospholipase A? Aktivitat inhibieren, 
Weiterhin sind beide Proteine unter den gewahelten Bedingungen gleich-aktiv. 50% Inhibition wurde bei ca 
65 mM VAC-a oder VAC-0 beobachtet. Verminderung der Substrat Konzentration auf die Halfte resultierte 
in einer Reduzierung der IDso von VAC auf die Halfte. Dies ist ein Hinweis darauf, da8 VAC auf der 
Substratebene agiert. Folglich findet VAC wahrscheinlich an die Phosphoiipidmembranen und inhibiert 

40 hierdurch die Phospholipase Aktivitat 

Calpactin I bindet an Phosphoiipidmembranen auf dem mikromolaren Ca** Level (Drust, D.S. & 
Cremitz. C.E. (1988) Nature 331, 88-91). Daher wurde untersucht, ob VAC in der Lage ist, Phospholipase- 
Aktivitat bei geringer Calcium Konzentration zu inhibtieren. Da die pankreatische Phospholipase A2 bei 
Ca** Konzentrationen unter 50 mM inaktiv war, was das die niedrigste verwendete Konzentration. Die 

45 Figuren 50 und 51 zeigen die Calcium-Abhangigkeit der VAC induzierten Inhibition der Phospholipase 
Aktivitat. Bei alien Ca** Konzentrationen zeigte sowohf VAC-a als auch VAC-/3 Inhibitor-Aktivitaten. Doch - 
scheint ein funktionelier Unterschied zwischen VAC-a ais auph VAC-0 Inhibitor-Aktivitaten. Doch scheint ein 
funktionelfer Unterschied zwischen VAC-a und VAC-0 zu bestehen. Bei der niedrigsten Ca**-Konzentration 
war VAC-/8 signifikant aktiver als VAC-a. Dies konnte implizieren, dafl VAC-tf weniger Ca** zur Membran- 

50 bindung benotigt 

VerfahrensgemaG erhaitiiche VAC-Protetne konnen in an sich bekannter Weise in andere VAC-Proteine 
(Peptide) uberfuhrt werden. 

Untersuchungen haben gezeigt. dafl DisulfidbrOcken fur die gerinnungshemmende Aktivitat von natdrli- 
chem VAC ohne Bedeufung ist. Je nach Wahl der Wirtszelle kann nicht ausgeschlossen werden, dai3 eine 
55 Verknupfung der Cystein-Reste im primaren Translationsprodukt unter Bildung von DisulffdbrUcken in einer 
Weise erfolgt die sich vom naturlich ablaufenden Vorgang unterscheidet. Es ist mogiich, dafl die sich 
einstellende "falsche" TertiSrstruktur des Produktes eine Verminderung oder sogar den Verlust, evtl. aber 
auch eine Verbesserung, der wertvollen pharmakoiogischen Etgenschaften-, insbesondere der gerinnung- 
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shemmenden Aktivitat, zur Folge hat, was sich mit Hilfe der oben genannten VAC-Assays feststellen Ia0t. In 
einem soichen Fall ist es gegebenenfalls zweckmaflig, die Disulfidbindungen mit einem geeigneten 
Reduktionsmittel zu spaiten und das reduzierte Polypeptid zur NeuknUpfung der Disulfidbindungen mit 
einem geeigneten Oxidationsmittel zu behandeln: Anhand der VAC-AktivitMt des gebildeten Produktes \Mt 
sich feststellen, ob die gewahlten Bedingungen (Reduktions-und/oder Oxidationsmittel) zur gewUnschten 
Steigerung der bioiogischen Aktivitat gefUhrt haben Oder ob die Bedingungen in bekannter Weise modifi- 
ziert werden mussen. 

Zur Aufspaltung von DisulfidbrUcken geeignete Reduktionsmittel sind beispielsweise Thiol-Verbindun- 
gen, wie Thiophenol, 4-Nitrothiophenol. 1 ,4-Butandithiol und insbesondere 1 ,4-Dithiothreit. 

Die Reduktion wird vorteilhaft in einem waBrig-alkalischen Medium, beispielsweise in der verdUnnten 
wassrigen Losung eines AlkalimetallhydroxidSv^z.B., Natriumhydroxid, Alkali metal Icarbonats, z.B. Natrium- 
carbonats, Oder einer organischen Base, insriSsondere eines Triniederalkylamins, z.B. Triathylamin, bei 
Raumtemperatur durchgefOhrt. 

Oxidationsmittel, welche zur NeuknOpfung* von Disulfidbindungen in den reduzierten Polypeptiden 
geeignet sind, sind beispielsweise Luftsauerstpffc welcher durch eine wMssrige Losung des Polypeptids, der 
gegebenenfalls eine katalytische Menge eine^ Obergangsmetallsalzes, z.B. Eisen-<lli)-sulfat. Eisen-(lll)- 
chlorid oder Kupfer-(ll)-sulfat, beigefOgt wurde, geleitet wird; Jod, auch in Form des Kaliumjodid-Adduktes 
KJ 3 , welches vorzugsweise in alkoholischer, z.B. methanolischer, oder wassrig-alkoholischer, z.B. wSssrig- 
methanolischer Losung eingesetzt wird; Kaliumhexacyanoferrat-(UI) in w&ssriger LSsung; 1,2-DijodSthan 
oder AzodicarbonsSuredimethylester Oder -diMthylester, welche in Wasser oder in einer Mischung beste- 
hend aus Wasser und einem mit Wasser mischbaren Alkohol, z.B. Methanol, zur Reaktion gebracht werden. 
Die Oxidation wird insbesondere bei Raumtempfieratur ausgefUhrt. 

Die Abtrennung der Reagentien, insbesondiere der Saize und der Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel 
und ihrer Folgeprodukte, von der gewQnschten VAC-Verbindung erfolgt nach an sich bekannten Methoden, 
beispielsweise durch Molekulargewichtsfiltratton, z.B. an Sephadex oder Biogel. 

Ein verfahrensgemafl erhaltliches Gemisdh von Verbindungen mit VAC-Aktivitat kann in an sich 
bekannter Weise in die einzelnen Komponenten aufgetrennt werden. Geeignete Trennverfahren sind 
beispielsweise chromatographische Verfahren, z.B. Adsorptions-Chromatographie, lonenaustau- 
schchromatographie. HPLC oder Reverse-Phase HPLC, ferner muitiplikative Verteilung oder elektrophoreti- 
sche Methoden, z.B. Elektrophorese an Celluloseacetat oder Gelelektrophorese, insbesondere 
Polyacrylamid- Gelelektrophorese ("PAGE"). 

Die erfindungsgemSfi herstellbaren Verbindungen konnen nicht nur in freier Form, sondern auch in 
Form ihrer Salze, insbesondere ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, vorliegen. Da sie mehrere 
Aminosaurereste mit freien Aminogruppen enthalten, konnen die erfindungsgemMflen Verbindungen z.B. in 
Form von Saureadditionssalzen vorliegen. Als Saureadditionssalze kommen insbesondere physiologisch 
vertragliche Salze mit ublichen, therapeutisch anwendbaren Sauren in Betracht; als anorganische Sauren 
sind die Halogenwasserstoffsauren, wie die Chlorwasserstoffsaure, aber auch Schwefelsaure und Phosphor- 
bzw. Pyrophosphorsaure zu nennen; als organfeche Sauren sind in erster Linie Sulfonsauren, wie die 
Benzol- oder p-ToluosuifonsMure oder Niederalkansulfonsauren. wie Methansulfonsaure, sowie Carbonsau- 
ren, wie Essigsauren, Milchsaure, Palmitin-und Sfearinsaure, Apfelsaure, Weinsaure, Ascorbinsaure und 
Citronensaure geeignet. Da die VAC-Verbindungen auch Aminosaurereste mit freien Carboxylgruppen 
enthalten, konnen sie auch als Metallsalz, insbesondere als Alkalimetall- oder Erdalkalimetallsalz, z.B. 
Natrium-, Calcium- oder Magnesiumsalz, oder auch als Ammoniumsalz, abgeleitet von Ammoniak oder 
einer physiologisch vertrMglichen, organischen stickstoffhaltigen Base, vorliegen. Da sie aber zugleich freie 
Carboxylgruppen und freie Aminogruppen enthalten, kSnnen sie auch als innere Salz vorliegen. 

Je nach Arbeitsweise erhalt man die erfindungsgemaflen Verbindungen in freier Form, in Form von 
Saureadditionssalzen oder Salzen mit Basen. Aus den Saureadditionssalzen und den Salzen mit Basen 
konnen in an sich bekannter Weise, beispielsweise durch Einstellen des pH-Wertes auf den isoelektrischen 
Punkt. die freien Verbindungen gewonnen werden. Von letzteren wiederum lassen sich durch Umsetzen mit 
Sauren bzw. Basen, z.B. mit soichen, die die oben genannten Salze bilden, und Eindampfen oder 
Lyophilisieren therapeutisch annehmbare SMureadditionssalze bzw. Salze mit Basen gewinnen. 

Die Bgenschaft von AntikQrpern, spezifische Antigene zu binden, findet auflerhaib des Korpers prakti- 
sche Anwendung bei der qualitativen und quantitativen Bestimmung (Immuno-Assay) und bei der Reinigung 
der Antigene (Immunoaffinitatschromatographie). Serum immunisierter Tiere enthalt normalerweise eine 
Vielzahl verschiedener AntikSrper, die mit dem gleichen Antigen an verschiedenen Bindungsstellen mit ver- 
schiedener Affinitat reagieren, dazu aber auch Antikorper gegen andere Antigene, die die frOheren 
Erfahrungen des Individuums widerspiegeln. Die erfolgreiche Anwendung von Antik5rpern zur Bestimmung 
und Reinigung von Antigenen erfordert aber hohe Spezifitat und Reproduzierbarkeit 
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Homogene AntikSrper. die diese Anforderung erfUllen. sind durch die von KShler und Milstein (17) be- 
schnebene Hybrfdoma-Technik zugangiich geworden. Prinzipiell besteht die Technik darin, dafl AntikSrper 
ausscheidende B-Lymphozyten, z.B. aus der Milz, immunisierter Tiere mit Tumorzellen verschmolzen 
( fusioniert ) werden. D.e gebildeten Hybrtdoma-Zellen kombinieren die Fahigkeit zur unbegrenzten Ver- 
mehrung durch Teilung mit der Fahigkeit, einen einheitlichen Typ AntikSrper zu bilden und auszuscheiden 
Durch Kultmerung in einem selektiven Medium, in dem nicht fusionierte Tumorzellen absterben 
Hybndoma-Zellen sich aber vermehren. und durch geeignete ManipulatJonen kSnnen Klone, d h Zellpopula- 
ftonen die sich von einer einzigen Hybridoma-Zelle ableiten und genetisch identisch sind. gewonnen und 
kulnviert und die durch die Zellen produzierten monoklonafen AntikSrper isoliert werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft monokionale AntikSrper gegen VAC. Hybridomazellen. die solche 
Antikorper produzieren und Verfahren zu ihrer Herstellung. Bevorzugt sind Hybridomazellinien und die von 
d.esen ausgeschiedenen monoklonalen Antikorper. die spezifisch mit VAC reagieren. Das Verfahren zur 
Herstellung von monoklonalen Ahti-VAOo, und Anti-VAC-/J-Antik8rpern ist dadurch gekennzelchnet dafl 
« T h ,h S ! „ ? 'mmunisiert. B-Lymphozyten derart immunisierter Tiere mit Myelomazellen fusioniert. 
rs aje geb.ldeten Hybridomazellen kloniert. dann in vitro oder durch Injektion in MSusen kultiviert und aus den 
Kulturen AntikSrper isoliert 

Die Erfindung betrifft ferner Immuno-AffinitStschromatographie-Saulen und Test-Kits filr Immunoassays 
die diese Antikorper enthalten. 

Nach dem erfindungsgemaflen Verfahren werden Mause, z.B. Balb/c-Mause, auf an sich bekannte 
so Weise immurosiert. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird VAC etwa wSchentlich oder auch in 
grofleren Abstanden wahrend mehreren Wochen, beispielsweise 5 bis 12 Wochen. injiziert, bis sich eine 
genugende Zahl AntikSrper-produzierender B-Lymphozyten gebildet hat. 

Zur Stelgerung der Immunogenic des eingesetzten VAC wurde es an stark immunogene Triger wie 
beispielswe.se heteroses Albumin oder "keyhole limpet hemocyanin" (KLH) gekoppelt Bevorzugt wurden 
as yerschiedene VAC/KLH Praparationen eingesetzt. wobei nach einem Immunisierungsschema so lanae 
.mmunisiert wurde, bis sich genugend Antikorper-produzierende Zellen gebildet hatten. beispielsweise bis 
zu ca. 40 Wochen. B-Lymphozyten enthaltende Organe. z. B. Milzzellen. der immunisierten Mause werden 
entaommen und mit solchen Myelomazellen fusioniert. die aufgrund einer Mutation in einem selektiven 
Kulturmedium n.cht wachsen. Solche Myelomazellen sind bekannt und sind beispielsweise jene mit der 
30- Bezerchnung X63-Ag8, X73-Ag8.6.5.3, MPC-11. NS1-Ag4/1. MOPC-21 NS/1 oder SP 2/0. In einer bevorzug- 

r^o^T 93 * 0 "" werden Mi,zzellen immunisierter Mause mit Myelomazellen der Zell-Linie X63- 
Ag8.o.5.3 fusioniert 

Die Fusion wird nach an sich bekannten Verfahren durch Mischen der B-Lymphozyten und der 
Myelomazellen unter Zugabe eines Zellfusionsagen, wie Polyethylenglykol. Sendai-Virus. Calciumchlorid 
as oder Lyso ecithm durchgefQhrt. Vorzugsweisa wird in Gegenwart von Polyethylenglykol. beispielsweise mit 
einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 4000. fusioniert 

Nach der Fusion werden die entstandenen Hybride nach einem an sich bekannten Verfahren in einem 
selektiven Kurturmedium. das mit Hypoxanthin. Aminopterin und Thymidin (HAT-Medium) komplementiert 
ist kultiviert Nicht fusionierte Myelomazellen konnen in diesem Medium nicht wachsen und sterben ebenso 
40 wie normale Lymphozyten. 

e o a °r e ? b6r ^ n ^ def H V bridonia - Kulturen konnen mit an sich bekannten Ve/fahren auf ihren Gehalt an 
spezifischen Antikorpern gepruft werden. beispielsweise mit Radio-lmmunoassay, EL1SA oder Agglutnie- 
rung. Dabe. wird Oberraschenderweise festgestellt. dafl mit dem beschriebenen Verfahren Hybridoma-Zellen 
gewonnen werden kSnnen, die AntikSrper spezifisch gegen VAC ausscheiden. Die Hybridomazellen. die 
Antikorper der gewdnschten Spezififat produzieren. werden aus dem aus der Fusionierung hervorgegange- 
nen Gemisch versch.edenster Hybridomazellen durch Klonieren herausselektioniert Dazu werden nach 
einem an sich bekannten Verfahren. das "limiting dilution" genannt wird. Kulturen ausgehend von einer 
etnzigen wachsenden Zelle angesetzt. ^ 

Zur Massenproduktion werden die Hybridoma-Zellklone, die AntikSrper der gewtlnschten Spezifitat 
produz.eren. enlweder in an sich bekannten Medien in vitro kultiviert oder zur Vermehrung in Mause 
!n£S' e ' ner ^ vo, : 2 "9 ten AusfUhrungsform werden Hybridomazellen in mit Pristan vorbehandelte Mause 
injiziert. Aszites-FICissigkeit entnommen und daraus durch Fallung mit Ammoniumsulfat-LSsung AntikSrper 
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h»i,fnL m i «? ,e ! er ^ ybrid0mazel,en 9 ewonnenen VA C spezifischen Antikorper kSnnen auf an sich 
bekannte We.se fur d.e Herstellung von Immuno-Affinitatschromatographie- Saulen verwendet werden. In 
mJhZX Ausf ^ run 9. sfomi d . er w ird ein geeignetes Tragermateriaf (suspendiert in einer 

Pufferlosung) mit e.ner Antikorper-Losung versetzt. ungebundene Anteile werden anschlreflend ausgewa- 
schen und unbesetzte Stellen des Tragermaterials blockiert. ausgewa 
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Die mit Hilfe der Hybridomazellen gewonnenen VAC spezifischen Antikorper k6nnen auf an sich bekannte 
Weise fQr die Herstellung von Test-Kits verwendet werden. Diese Test-Kits kSnnen auf verschiedenen 
Methoden beruhen. beispieisweise auf Radio-tmmuno-Assay. Latex-Agglutinierung. TGpfel-Tests, Kompeti- 
tive Oder Sandwich-Radio-lmmunoassay. Enzym-lmmunoassay. Immuno-Fluoreszenz oder immunochemi- 
5 schen Enzym-Tests. Solche Kits kc5nnen neben gewQhnlichen Antikorpern verschiedener Herkunft 
Antikorper-Konjugate mit Enzymen oder Fluoreszenztragern enthalten. dazu VAC markiert mit radioaktiven 
Isotopen wie J 125 , oder konjugiert mit Enzymen, beispieisweise mit Meerrettich-Peroxidase oder aikalischer 
Phosphatase, ferner Enzymsubstrate. geeignete Puffer, Gele, Latex, Polystyrol oder andere FUllmaterialien 
und Trager. 

to Die gemafl der vorliegenden Erfindung erhaltlichen bekannten Proteins (Peptide) weisen wertvoiie 
pharmakologische Eigenschaften auf und konnen prophylaktisch oder insbesondere therapeutisch angewen- 
det werden. 

Die erfindungsgemMiten neuen VAC Verbindungen kSnnen daher in Analogie zu natCrlichen VAC zur 
Therapie und Prophylaxe von Thrombosen und Thromboembolien, einschliefllich zur Prophylaxe von 

75 postoperativen Thrombosen, zur akuten Schock-Therapie (z. B. bei septischem oder polytraumatischem 
Schock), zur Therapie von Verbrauchskoagulopathien, bei HSmodialysen, HSmoseparationen, Blutkonserven 
und im extrakorporalen Kreislauf verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zusammensetzungen, welche wenigstens eine der 
erfindungsgemaGen Verbindungen oder deren pharmazeutisch annehmbaren Saize, gegebenenfalls zusam- 

20 men mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager und/oder Hilfsstoffen, enthalten. Diese Zusammenset- 
zungen konnen insbesondere bei den oben angegebenen Indikationen Verwendung finden, wenn sie z. B. 
parenteral, wie intraven5s, intracutan, subcutan oder intramuskular, oder topisch verabreicht werden. 

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der erfingungsgemM/Jen neuen Verbindungen und diese 
enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen fUr die prophylaktische und therapeutische Behandlung 

25 des menschlichen und tierischen Korpers, insbesondere bei den oben angegebenen Krankheitsbildem, in 
erster Linie zur Hemmung der Gerinnung des Blutes innerhalb und auflerhalb des menschlichen und tieri- 
schen Korpers. 

Die Dosierung hangt in erster Linie von der spezifischen Verabreichungsform und vom Zweck der 
Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die Groffe der Einzeldosen sowie das Verabreichungsschema kann am 

30 besten anhand einer individuellen Beurteilung des jeweiiigen Krankheitsfalles bestimmt werden: <iie dazu 
erforderlichen Methoden zur Bestimmung von relevanten Blutfaktoren sind dem Fachmann gelaufig. Im 
Normalfall liegt bei einer Injektion die therapeutisch wirksame Menge der erfindungsgemS/ten Verbindungen 
im Dosisbereich von etwa 0,005 bis etwa 0,1 mg/kg Korpergewicht. Bevorzugt wird der Bereich von etwa 
0,01 bis etwa 0,05 mig/kg Korpergewicht. Die Verabreichung erfolgt durch intravendse, intramuskulSre oder 

35 subcutane Injektion. Dementsprechend enthalten pharmazeutische Praparate zur parenteralen Verabrei- 
chung in Einzeldosis-Form in Abhangigkeit von der Applikationsart pro Dosis etwa 0,4 bis etwa 7,5 mg der 
erfindungsgemaflen Verbindung. Neben dem Wirkstoff enthalten diese pharmazeutischen Zusammenset- 
zungen ublicherweise noch einen Puffer, z. B. einen Phosphatpuffer der den pH-Wert zwischen etwa 3,5 
und 7 halten soil, und ferner Natriumchiorid, Mannit oder Sorbit zur Enstellung der isotonie. Sie konnen in 

40 gefriergetrockneter oder geloster Form vorliegen, wobei Losungen ein antibakteriell wirkendes Konservie- 
rungsmittel, z. B. 0,2 bis 0,3 % 4-Hydroxybenzoesauremethylester oder - ethylester, enthalten konnen. Bn 
Praparat fur die topische Anwendung kann als wassrige Losung, Lotion oder Gelee, 5IIge LQsung oder 
Suspension, oder fetthaltige oder insbesondere Emulsions-Salbe vorliegen. Ein PrSparat in Form einer 
wassrigen Losung erhait man beispieisweise dadurch, da43 man die erfindungsgemaBen Wirkstoffe oder ein 

45 therapeutisch annehmbares Saiz davon in einer wSssrigen Pufferlosung von pH 4 bis 6,5 I6st und gewUn- 
schtenfalls einen weiteren Wirkstoff, z. B. ein Antiinflammatorikum, und/oder ein polymeres Haftmittel, z. B. 
Polyvinylpyrrolidon, und/oder ein Konservierungsmittel zufOgt. Die Konzentration des Wirkstoffs betragt 
etwa 0,1 bis etwa 1,5 mg, vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in 10 ml einer Losung bzw. 10 g eines Geles. 
Eine olige Applikationsform fUr die topische Verabreichung erhait man beispieisweise durch Suspendie- 

so ren der erfindungsgemaden Wirkstoffe oder eines therapeutisch annehmbaren Saizes davon in einem Oel, 
gegebenfalls unter Zusatz von Queilmitteln, wie Aluminiumstearat, und/oder grenzflMchenaktiven Mitteln 
(Tensiden), deren HLB-Wert ("hydrophilic-lipophilic-balance") unter 10 liegt, wie Fettsauremonoester mehr- 
wertiger Alkohole, z. B. Glycerinmonostearat, Sorbitanmonolaurat, Sorbitanmonostearat oder Sorbitanmo- 
nooieat. Eine fetthaltige Salbe erhait man z. B. durch Suspendieren der erfindungsgemaften Wirkstoffe oder 

55 deren Salze in einer streichbaren Fettgrundlage, gegebenenfalls unter Zusatz eines Tensids vom HLB-Wert 
unter 10. Eine Emuisionssaibe erhait man durch Verreiben einer wSsserigen L5sung der erfindungsgema- 
flen Wirkstoffe oder deren Salze in einer weichen, streichbaren Fettunterlage unter Zusatz eines Tensids, 
dessen HLB-Wert unter 10 liegt. Alle diese topischen Applikationsformen konrten auch Konservierungsmittel 
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enthaiten. Die Konzentration des Wirkstoffes betragt 0,1 bis 1.5 mg, vorzugsweise 1.25 bis 1.0 mg. in etwa 
10 g der Grundmasse. 

Neben den oben beschriebenen und ihren analogen pharmazeutischen Zusammetzungen, welche fur 
einen direkten medizinischen Einsatz am K5rper des Menschen oder eines Saugetieres bestimmt sind, 
s betrifft die vorliegende Erfindung auch pharmazeutische Zusammensetzungen und Praparate zur medizini- 
schen Anwendung auflerhalb des lebenden KSrpers des Menschen oder der SSugetiere. Solche Zusam- 
mensetzungen und Praparate verwendet man in erster Linie als gerinnungshemmenden Zusatz zu Biut. 
welches auflerhalb des Korpers einer Zirkulation oder Behandlung (z.B. extrakorporaler Kreisiauf oder 
Diaiyse in kQnstlichen Weren\ Konservierung oder Modifizierung (z.B. Hamoseparation) unterzogen wird. !n 
io ihrer Zusammensetzung sind derartige Praparate. wie VorratsfSsungen oder auch Zubereitungen in 
Einzeldoses-Form, den oben beschrieben InjektionsprSparaten Mhnlich; zweckma/Kgerweise wird aber die 
Wirkstoffmenge bzw. -konzentration auf das Volumen des zu behandeinden Biutes bezogen. Je nach dem 
spezifischen Zweck betragt die geeignete Dosis etwa 0,01 bis etwa 1.0 mg Wirkstoff/I Blut. wobei die obere 
Grenze ohne Gefahr noch Qberschritten werden darf. 
is Insbesondere betrifft die Erfindung die in den Belegbeispielen beschriebenen. fOr die fOr VAC-Proteine 
kodierenden DNA-MolekUie, solche DNA-Molekule enthaltende Expressionsplasmide, mit solchen Expres- 
sionspiasmiden transformierte Mikroorgansimen, monoklonale Antikdrper gegen VAC. Hybridoma-Zelfen, 
die soiche Antikorper produzieren. und Test-Kits fUr immunoassays, die solche Antikdrper enthaiten. die in 
den Beispielen beschriebenen Verfahren zu ihrer Hersteiiung und das in cfen Beispielen beschriebene 
20 Verfahren zur Hersteiiung von Proteinen/Polypeptiden mit VAC-Aktivitat mit Hilfe der transformierten 
Mikroorganismen. sowie die in den Beispieien beschriebenen neuen VAC-Verbindungen. 

Wird in der vorliegenden Anmeidung von vascuiar-antikoaguiierenden Proteinen oder in der Kurzform 
VAC-Protein gesprochen, so bedeutet das wenn nicht anders angegeben, dai3 hiermit Polypeptide/ Proteine 
gememt sind. die im wesentlichen die Bgenschaften aufweisen, die den Proteinen eigen sind. die in der 
25 EPA 181 465 erstmals beschrieben wurden. Diese Eigenschaften iassen sich durch die dort angegebenen 
Test- und Charakterisierungsverfahren feststellen und OberprOfen (VAC-AktivitSt). 

Weiterhin fallen unter diese Definition auch die Poiypeptide/Proteine. die Aggregationen wie beispiels- 
weise Dimere. Trimere oder Tetramere darstellen, auch wenn diese in der aggregierten Form per se nicht 
oder nur eingeschrankte biofogische Aktivitaten aufweisen, unter der Voraussetzung. dai5 diese in vivo oder 
30- in vitro in zumindest eine aktive Komponente zu aberfuhren sind. 

Werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Polypeptide/ Proteine erhalten. die per se nicht oder 
nur eingeschrankte biologische Aktivitaten aufweisen. beispielsweise Fusionsproteine oder sogenannte 
n pro-drugs w , Poiypeptide/Proteine, die fOr den Fachmann an in such bekannter Weise in die aktiven 
Komponenten Uberfuhrbar sind. beispielsweise durch in vitro oder in vivo Prozessierung oder 
35 Poiypeptide/Proteine. die erst in vivo ihre Aktivitat entfalten. so sollen auch diese unter die Definition 
vascular-antikoagulierende-. kurz VAC-Proteine gefaflt sein und damit zum Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung gehoren. 

Unter "Verbindungen mit VAC-Aktivitat" werden auch solche. von den genannten transformierten 
Wirtszellen exprimierte Polypeptide verstanden. welche eine VAC-Wirkung und eine posiftve Reaktion mit 
40 anU-VAC-Antik5rpem zeigen und welche die Primarstruktur von VAC oder eine davon abgeleitete Struktur 
aufweisen. Unter VAC-Verbindungen mit einer von der Primarstruktur von VAC abgeleiteten Struktur werden 
modifizierte VAC-Verbindungen verstanden, wobei die Modifizierung in einer VerkUrzung der Primarstruktur 
des VAC. in einer Umordnung der Repeat-Struktur oder in einer Modifizierung . die zu einer Veranderuna 
der Stabilitat bzw. AktivitSt fuhrt. 

45 VAC-DNA/Gen steht in der vorliegenden Erfindung fur die DNA-Molekdie. die fur die oben definierten 
VAC-Proteine kodieren. 

Die folgenden Beispiele und Zeichnungen dienen zur Illustration der Erfindung und sollen sie in keiner 
Weise einschranken. 

Urn die nachfolgenden Beispiele zu vereinfachen. werden oft wiederkehrende Methoden kurz be- 
so schrieben. 

Plasmide werden mit einem kleinen "p" bezeichnet. gefolgt von Groflbuchstaben und Ziffern. Aus- 
gangsplasmide sind kauflich Oder ohne Einschrankung offentlich erhaltfich. Sie konnen auch aus soichen 
Plasmiden mitteis publizierter Methoden konstruiert werden. 

fl Schneiden" oder "Verdauen" von DNA bezieht sich auf die katalytische Spaltung der DNA mitteis 
ss Restnktionsendonukleason (Restriktionsenzyme) an fOr diese spezifischen Stellen, Restriktionsstellen 
genannt. Restnktionsendonukleasen sind kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern 
empfohienen Bedingungen (Puffer, Rinderserumaibumin (BSA) ais Tragerprotein. Dithiothreit (DTD als 
Oxidationsschutz) eingesotzt ^ , 
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Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben, meist gefolgt von Kleinbuchstaben und 
normalerweise einer romischen Ziffer bezeichnet. Die Buchstaben hangen von dem Mikroorganismus ab, 
aus dem die betreffende Restriktionsendonuklease isoliert wurde (z.B.: Sma I: Serratia marcescens). 
Ublicherweise wird etwa 1ug DNA mit einer Oder mehreren Einheiten des Enzyms in etwa 20 ul 

5 Pufferlosung geschnitten. Normalerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37* C verwendet, 
kann aber iaut den Verwendungsvorschriften des Hersteilers variiert werden. Nach dem Schneiden wird 
manchmal die 5'Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus KaJbsdarm (CIP) 
entfemt. Dies dient zur Verhinderung einer ungewdnschten Reaktion der spezifischen Stelle in einer 
nachfolgenden Ugasereaktion (z.B. Zirkuiarisierung eines linearisierten Plasmids ohne Insertierung eines 

io zweiten DNA-Fragmentes). Wenn nicht anders angegeben werden DNA-Fragmente nach dem Schneiden 
mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphoryliert Reaktionsbedingungen fQr die Inkuba- 
tion mit alkalischer Phospatase sind z.B. dem M13 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) zu entnehmen. 

Nach der Inkubation wird Protein durch Extraktion mit Phenol und Chloroform entfernt, und die DNA aus der 

75 wa/Jrigen Phase durch Zusatz von Athanol prazgpitiert 

"Isolierung" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrenning der geschnittenen DNA auf 
einem z.B. 1% Agarosegel. Nach der Elektrophorese und dem Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht durch 
Anfarben mit Athidiumbromid (EtBr) wird das gewGnschte Fragment anhand mitaufgetragener Molekularge- 
wichtsmarker lokalisiert und durch weitere Elektrophorese an DE 81 Papier (Schleicher und Schuell) 

20 gebunden. Die DNA wird durch Spulen mit Niedrigsalzpuffer (200 mM NaCI, 20 mM Tris pH = 7,5 f 1 mM 
EDTA) gewaschen und anschlieflend mit einem Hochsalzpuffer (1 M NaCI, 20 mM Tris pH=7,5, ImM 
EDTA) eluiert Die DNA wird durch Zusatz von^thanol prSizipitiert. 

"Southern Analyse" ist jene Methode, durch die die Gegenwart eines bestimmten DNA-Fragments in einem 
DNA-Gemisch durch Hybridisierung mit einer bekannten, markierten Oligonukleotidsonde Oder einem 
25 markierten DNA Fragment nachgewiesen wird. Southern Analyse bedeutet im folgenden, so nicht anders 
spezifiziert die Auftrennung des DNA Gemiscfii auf einem 1% Agarosegel. Denaturierung und Transfer auf 
Nitrozellulosefilter (Schleicher und Schuell, BA 85) mittels der Methode von E. Southern, J. Mol, Biol. 98 
(1978), pp.503-517, und Hybridisierung wie beschrieben in R. Hauptmann et al.. Nucleic Acids Res. 13 
(1985), pp.4739-4749. 

30 "Transformation" bedeutet das Einbringen von DNA in einen Organismus. so dafl die DNA dort 
replizierbar ist, entweder extra-chromosomal Oder als chromosomale Integrante. Transformation von E.coli 
folgt der im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook. Fa Amersham, 
PI/129/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren" einer DNA bedeutet die Analyse der Nukleotidsequenz in einer DNA. Dazu wird die 

35 DNA mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente in entsprechend geschnittene 
M13 mp8, mp9, mp18 Oder mpl9 Doppeistrang DNA eingebracht, Oder die DNA wird mittels Ultraschall, 
nachfolgender Reparatur der Enden und Groflenselektion in Sma I geschnittene, dephosphorylierte M13 
mp8 DNA (Shotgun Methode) eingebracht. Nach der Transformation von E.coli JM 101 wird Einzelstrang 
DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend dem M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning 

40 and Sequencing Handbook, Fa Amersham, PI/129/83/12) isoliert und nach der Sanger'schen Dideoxy me- 
thode (F. Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 74 (1977), pp.5463-5467) sequenziert. Die Auswertung der 
Sequenzen erfolgt mittels der ursprunglich von R. Staden entwickelten (R. Staden, Nucleic Acids Res. 10 
(1982), pp.4731 -4751) und von Ch. Pieler modifizierten (C. Pieler 1987, Dissertation, Universitat Wien) 
Computerprogramme. 

45 "Ligieren" bezieht sich auf den Proze/3 der Biidung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Doppelstrang-DNA Fragmented Ublicherweise werden zwischen 0,01 und 0,2 ng DNA-Fragmente in 10 
Ul mit etwa 5 units T4-DNA Ligase ("Ligase") in einer geeigneten Pufferlosung ligiert (T.Maniatis et al., 
Molecular cloning, 1982. p.474). 

"Preparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterien 

so mittels der alkalischen SDS Methode modifiziert nach Bimboim und Doly (T.Maniatis et al., Molecular 
cloning, 1982, pp.368-369) unter Weglassen des Lysozyms. Dabei werden die Bakterien aus 1,5 bis 50 ml 
Kuftur verwendet. 

"Oiigonukleotide" sind kurze Polydesoxynukleotide, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381 A verwendet. Die Oiigonukleotide werden entsprechend dem 
55 Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet und durch Polyacrylamidgelelektrophorese 
(PAGE) gereinigt. 

"Phosphorylieren" bedeutet die enzymatische Uebertragung des gamma-Phosphatrestes aus ATP auf 
eine freie 5'OH-gruppe einer Nukleinsaure, meist ein Oligonukleotid. In 10 ul Losung werden bis zu 100 

23 



3NSDOCID: <EP 0293567A1_I_> 



EP 0 293 567 A1 

pMol des Oligonukleotids mit 10 Bnheiten T 4 -Poly-nukleotidkinase. in Gegenwart von 100 pMol ATP in 
geeigneter Pufferlosung (70 mM Tris, pH = 7,6. 10 mM MgCl 2 , 5 mM DTT) 30 Minuten bi 37'C phosphory- 
liert Die Reaktion wird meist durch 10 Minuten Erhitzen auf 100'C gestoppt 
Einige verwendete Abkurzungen sollen kurz erklart werden: 
5 bp: Basenpaare 

BSA: Rinderserumalbumin 
DTT: Dithiothreit 

EDTA: Aethylendinitrilotetraessigsaure. 
diNatriumsalz 
w SDS: Natriumdodecylsulfat 

Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

Denhardt: 0,02% Ficoli, 0,02% Polyvinyipyrrolidon, 0,02% BSA 
LB: 10 g/I Trypton, 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/l NaCl 
1 x SSC: 150 mM NaCl, 15 mM tri-Natriumcftrat, pH = 7 
75 TE: 10 mM Tris pH = 8.0, 1 mM EDTA 



Verzeichnis der Abbildungen: 

20 0.1: Tryptische Fragmente aus Placenta-VAC 

0.2: HPLC der tryptfschen Peptide aus Placenta-VAC 

0.3: HPLC der tryptischen Peptide aus Nabelschnur-VAC 

0.4: Gelpermeations-HPLC von Placenta- und Nabelschnur-VAC 

0.5: Reverse-Phase-HPLC von Placenta-VAC 
25 0.6: SDS-Gelelektrophorese von Placenta-VAC 

. 1: Screening-Oligonukleotide EBI-386, -387 und -388 

2: Screening-Oligonukleotide EBM18 und EBI-119 

3: Northern Blot Analyse mit VAC-atfa und VAC-beta cDNA 

4: VAC-alfa cDNA Sequenz 
30. 5: Anordnung der Peptidsequenzen in der VAC-alfa cDNA abgefeiteterr AminosSuresequenz 

6: Vierfach wiederholte Subsequenz im VAC-alfa Protein 

7: Vac-beta cDNA Sequenz 

8: Vierfach wiederholte Subsequenz im VAC-beta Protein 

9: Aminosaurezusammensetzung von VAC-alfa und VAC-beta 
35 10: Genomische Southern Blot Analyse mit VAC-alfa und VAC-beta cDNA 

11: Aminosaurevergleich von VAC-alfa mit VAC-beta 

12: Nukleotidvergleich zwischen VAC-alfa und *betacDNA 

13; HydrophilizitStsplot von VAC-alfa und VAC-beta 

14: Vergleich von VAC-alfa, VAC-beta, Upocortm I und Lipocortin II 
40 15: Sequenz des Promoter- und Terminator Teils in pRH284 

16: Konstruktion von pRH291 

17: Konstruktion von pRH212 

18: Konstruktion von pRH292 

19: SDS-Gelelektrophorese der exprimterten Proteine 
45 a) Coomassie Blau gefSrbtes Proteingei 

b) Western Blot 
Legende: M = Moiekulargewichtsmarke 

♦ Phosphat = Inhibition der VAC Expression 
-Phosphat = VAC Expression (pho Promotor induziert) 
so 20: Reinigung von VAC-alfa; Coomassie Blau gefarbtes SDS-Gelektrophorese-Gel 

Banden: 

1 : roher Extrakt 

2: Ammoniumsulfatpellet (gelost und diaiysiert) 12: 5 ug DEAE-FF-Sepharose Fraktionen 1-11 
3: VAC-Pool nach DEAE-FF-Sepharose Chromatographie 
J5 4: VAC-Pool nach Sephacryl-S 200 HR Chromatographie 

5: gereinigtes VAC nach Q-Sepharose-FF-Chromatographie 
6: gereinigtes, naturliches VAC aus Human-Placenta 

7: Molekulargewichtsmarker (Pharmacia; 94kD, 67kD, 43kD, 30kD, 20kD und 14kD) 

24 
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21: Sephacryl S-200 HR Chromatographie von vorgereinigtem r- VAC-a 
22: Q-Sepharose-FF-Chromatographie von vorgereinigtem r-VAC-a 
23: Gelpermeations-HPLC von natGriichem VAC 
24: Gelpermeations-HPLC von rekombinantem VAC-a 
5 25: Reverse Phase HPLC von natUrlichem VAC 

26: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC-a 

27: HPLC der tryptischen Fragmente aus natGriichem VAC 

28: HPLC der tryptischen Fragmente aus rekombinantem VAC-a 

29: SDS-Gel von einem Vergleich zwischen natGriichem und rekombinantem VAC-a in An- Oder 

70 Abwesenheit von DTT 

30: SDS-Gel von rekombinantem VAC-a in An- oder Abwesenheit von DTT 
31: Western Blot Analyse von natQrlichem VAC und rekombinantem VAC-a 
32: Isoelektrische Fokussierung von natGriichem VAC und rekombinantem VAC-a 
33: Modifizierter Prothrombin Zeit Test mit natGriichem und rekombinantem VAC 

is 34: Thrombin Zeit Test mit natGriichem und rekombinantem VAC 

35: Faktor Xa Bildung im Plasma durch natGrliches und rekombinantes VAC 
36: Bindung von VAC an Phospholipid-Doppelschichten 
37: Konstruktion von pGN25 und pGN26. 

38: Reinigung von rekombinantem VAC 0\ Coomassie Blau gefarbtes SDS-Gelelektrophorese-Gel. 
20 39: Reinigung von rekombinantem VAC 0; in process Proben. 

40: Gelpermeation - HPLC von rekombinantem VAC 0. 

41: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 0. 

42: Reverse Phase HPLC von rekombinantem VAC 0. nach Inkubation. 

43: Aminosaureanalyse von rekombinantem VAC 0. 
25 44: N-terminale Sequenzierung von rekombinantem VAC 0. 

45: SDS-Gel von rekombinantem VAC 0 in An- oder Abwesenheit von DTT. 

46: Isoelektrische Fokussierung von rekombinantem VAC 0. 

47: Effekt von VAC-a und VAC-0 auf die Prothrombinase Aktivitat Prothrombin Aktivierung wurde in 
Anwesenheit variierender Mengen VAC-a (o) oder VAC-0 ( ) wie beschrieben gemessen. 
30 48: Effekt von VAC-a auf die Phospholipase A 2 Aktivitat. 

Phospholipase A 2 Aktivitat wurde wie beschrieben bestimmt VAC-a induzierte Inhibition wurde entweder 
bei 13, 2 uM Phospholipid o (offene Kreise) Oder bei 6,6 aM Phospholipid gemessen (ausgefGllte Kreise). 

49: Effekt von VAC-0 auf die Phospholipase A 2 Aktivitat 
Die Bestimmung der % Inhibtion erfolgte wie beschrieben. Inhibition wurde entweder bei 13,2 uM 
35 Phospholipid o (offene Kreise) oder bei 6.6 uM Phospholipid gemessen (ausgefGllte Kreise). 

50: Auswirkung von Ca** auf die VAC-a induzierte Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Die 
Inhibition wurde bei 6,6 uM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis), 0,5 mM (ausgefti liter Kreis), 0.1 mM 
(offenes Quadrat) oder 0,05 mfMCa** (ausgefOlltes Quadrat) bestimmt 

51: Auswirkung von Ca** auf die VAC-/8 induzierte Inhibition der Phospholipase Aktivitat. Die 
40 Inhibition wurde bei 6,6 ixM Phospholipid und 1 mM (offener Kreis), 0,5 mM (ausgefUllter Kreis), 0,1 mM 
(offenes Quadrat) oder 0,05 mM Ca** (ausgefulltes Quadrat) bestimmt 



Beispiel O 

45 

Das aus Nabelschnurgefaflen und/oder Placenta isolierte und gereinigte Material wurde mit Hilfe einer 
Reverse-Phase HPLC nachgereinigt. 

Stationare Phase: Bakerbond WP-RP 18, 4,6x250 mm. Sum Teilchen, 300 A Poren 
so Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser, pH 2,2 
Mobile Phase B: 0.1% Trifluoressigsaure in Acetonitril 
Gradient: 20-68% B in 24 min 
Fiufl: 1 ml/min 
Detektion: UV, 214 nm 

55 

Anschlieflend an diese Reinigungsstufe wurden beide Materialien, jeweils die Substanz, die das 
Molekulargewicht 32.000 aufwies, mit Trypsin verdaut. 
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Reaktionsbedingungen: 

30 ug VAC aus Placenta in 135 ul 0,15 M NH4HCO3. pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bei 37 *C 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington), uber Nacht bei 37* C 

30 ug VAC aus Nabelschnur in 100 ul 1% NH4HCO3, pH 8,0 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington) 6 Stunden bei 37* C 
+ 2% w/w Trypsin (Worthington), Ober Nacht bei 37* C 

Die erhaltenen Bruchstticke wurden mit Hilfe von HPLC aufgetrennt und einer Sequenzierung mit einem 
Gasphasensequenator Typ 470A von Applied Btosystems, Programm 02 RPTH zugefuhrt 



75 

HPLC-Trennbedingungen: 

StationSre Phase: uBondapak C18, 3,8x300 mm, 10 u Teilchen 
Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser, pH 2,2 
20 Mobile Phase B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitrii 
Gradient 0-55% 8 in 55 min 
Flufl: 1 mi/min 
Detektion: 

UV, 214 nm (obere Spur) 
25 280 nm (untere Spur) 

Neben dem Tryptischen Verdau wurde das Ober Reverse-Phase-HPLC gereinigte Material. auch noch 
einer BrCN-Spaltung unterzogen. Auch diese Spaltpeptide wurden sequenziert und mit den Daten der 
Peptide aus dem tryptischen Verdau verglichen. 

30 

BrCN-Spaltung: 

111 ug Uber RP-HPLC gereinigtes VAC wurden in 111 u\ 70% Ameisensaure gelost. Diese enthielt 
35 bereits den 250- fachen molaren Oberschufl an BrCN (90 y.g). Die Inkubation erfolgte im Dunkeln, 17 

Stunden bei Raumtemperatur. 100 til wurden fdr die HPLC-Auftrennung verwendet. 

HPLC-Saule: uBondapak C 18 

Mobile Phase A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser 

Mobile Phase B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitrii 
40 Gradient: 0 - 70% B in 70 min 

Flufl 1 ml/min 

Detektion: UV, 214 und 280 nm 

Ein Vergleich der hiermit erzielten Ergebnisse sowie die Analyse mittels Gelpermeations-HPLC und 
45 SDS-Gelelektrophorese belegt die Identitat von VAC aus Placenta und VAC aus Nabelschnur 



Gelpermeations HPLC: 

so 

Stationare Phase: Waters 1-125, 7,8x600 mm, 10 urn Teilchen 

Mobile Phase: 0.5M Na 2 SO*, 0,02 M Na 2 PO*, pH 7,0, 25% Propylenglykol, 0.04% Tween 20 
FfuB: 0,5 ml/min 
Detektion: UV,214nm 
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SDS-Gelelektrophorese 

SDS-Gel: 15% 
Gelstarke: 0,77 mm 

Elektrophoresebedingungen: 20 mA/Platte, 2-3 Stunden Laufzeit 

Farbung: Coomassie Blue 

Proben: 

:8 ug VAC aus Nabelschnur bzw. 
:7 ug VAC aus Placenta 



Beispiel 1 



Herstellung einer humanen plazentalen cDNA-Bibliothek 



20 

Si Gesamt-RNA Isolierung aus Plazeata 

GT: 5 M Guanidinium-Thiocyanat, 50 mlvFTris pH = 7.4, 25 mM EDTA. Vor Gebrauch 8%(v/v) beta- 
Mercaptoathanol zusetzen. 20 ml GT werden 5 bis 10 Minuten vor Gebrauch auf Eis gekflhlt, GT soil dabei 
25 nicht prazipitieren. 

GH 6 M Guanidium-Hydrochlorid, 25 mM EDTA, 10 mM beta-Mercaptoathanol, pH= 7,0. EiskUhlen. 

1g tiefgefrorene und mechanisch pulverisierte Plazenta werden in 20 ml GT (0 # C) 20 Sekunden mit 
maximaler Geschwindigkeit mit einem Polytron (Brinkmann) gemixt. Das Volumen des Homogenats wird 

30 bestimmt, in 0.3 vol Athanol (-20* C) gegossen. gemischt und sofort bei 12000 rpm 5*bei - 10* C (Beckman 
JA 21 Zentrifuge, JS13.1 Rotor) zentrifugiert. Ein eventueller Proteinfilm sowie der Oberstand werden 
entfernt 10 ml eiskaltes GH werden dem Pellet zugesetzt und 10 Sekunden mit dem Polytron homogeni- 
siert. Die Suspension wird 5 Minuten bei -10* C und 12000 rpm zentrifugiert. Der Oberstand wird in ein 
steriles Corexrohrchen transferiert das Pellet verworfen. Zum Oberstand werden 0,025 vo! 1 M EssigsSure 

35 und 0,75 vol kalter Athanol (-20 *C) zugesetzt und gut durchmischt. Nach ca.2 Stunden Inkubation bei 
-20 *C wird 10 Minuten bei 6000 rpm bei -20 *C (JA20 Rotor) zentrifugiert. Der Proteinfilm und der 
Oberstand werden sorgfaltig entfernt 2 ml GH (0*C) werden zum Pellet zugegeben, das Pellet resuspen- 
diert und die Suspension in ein 15ml Corexrohrchen transferiert. Mit weiteren 8ml GH wird das aite 
Corexrohrchen nachgespult, die Losung mit den 2ml vereint. Es ist wichtig, 6aB das gesamte Pellet 

40 suspendiert ist, eventual! ist durch mildes Sonikieren nachzubehandein. 0,025 vol 1 M Esstgsaure und 0,5 
vol kalter Athanol (-70* C) werden zugesetzt und ca. 2 Stunden bei -20* C inkubiert. Zentrifugat'on (6000 
rpm, 20 min, JA20 Rotor), Losen und Prazipitieren werden zweimal wiederholt, wobei die totale GH-Menge 
auf 5 ml halbiert wird. Nach der letzten Zentrifugation soil kein Proteinfilm mehr Uber der Losung sichtbar 
sein, sonst ist dieser Reinigungsschritt zu wiederholen. Das Pellet wird mit 5 ml Diathylpyrocarbonat 

45 behandeltem Wasser (0*C) 2 Minuten gevortext. Die klare Losung wird dekantiert, zu dem eventuell 
zuruckbleibenden Pelletresten wird nochmals Wasser gegeben und gevortext. bis die L5sung klar ist. Durch 
Zusatz von 0,1 vol 3 M Na-Azetat (pH = 5,8), 2,5 vol Athanol and 1 Stunde inkubation bei -70 *C wird die 
RNA 10 Minuten bei 6000 rpm bei 4*C abzentrifugiert. Losen und prazipitieren wird einmal wiederholt. 
Letztendlich wird die RNA in Aethanol bei -20* C aufbewahrt. 

50 

b)poly-A <> -RNA Isolierung 

0,5 mg oligo dt-Zellulose (Collaborative Research, Typ 3, Blndungskapazitat: 5 mg poly-A*-RNA/g) 
55 werden im Bindungspuffer suspendiert (200 mM NaCI, 0,2 % SDS, 10 mM Tris, pH=7,4, 1 mM EDTA). 1 
ml dieser Suspension wird in eine Saule pepackt und nacheinander mit 10 ml Wasser, 10 ml 0,1 N NaOH, 
10 ml Wasser und letztlich mit 10 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Gesamt-RNA wird aus der alkalischen 
Losung durch Zentrifugieren (10 Min., 6000 rpm, JA20 Rotor pelletiert. Ca. 10 mg RNA werden in 4,5 ml 
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Wasser gelost. Nach Zusatz von 50 i±\ 2% SDS wird die Losung 3 Min. auf 70 # C erhitzt und unmittelbar 
auf Eis gekuhlt. Nach dem Zusatz von 50 ml 1M Tris (pH = 7,4), 10 ul 0,5 M EDTA und 200 ul 5 M NaCI 
wird die Losung sofort auf die Saule aufgetragen. Die aus der Saule tropfende Losung wird wieder auf die 
Saule aufgetragen. Diese Prozedur wird insgesamt dreimal wfederholt Anschlieflend wird die Saule mit 30 

5 ml Bindungspuffer gewaschen. Die gebundene RNA wird mit 5 mi 0,2% SDS efuiert Die Sauie wird mit 10 
ml Wasser, 10 ml 0,1 N NaOH und 10 ml H 2 0 gewaschen und mit 10 ml Bindungspuffer aquilibriert Die 
RNA Losung wird nochmals 3 Minuten auf 70* C erhitzt, rasch auf Eis abgekuhlt, 50 ul 1 M Tris pH = 7 t 4, 
10 ul 0,5 M EDTA und 200 ul 5 M NaCI zugesetzt und auf die Saule aufgetragen. Die durchlaufende 
Losung wird insgesamt dreimal auf die oligo-dT Sauie aufgetragen. Nach dem Waschen wird die RNA mit 

io 30 ml 0.32% SDS eiuiert. 

Durch Zugabe von 0,1 vol 3M Na-Azetat pH = 5,6 und 2,5 vol Aethanof sowie Inkubation bei -20 "C (16 
Stunden) wird die RNA ausgefallt Die RNA wird abzentrifugiert (10 000 rpm, 15 Min., JA-20 Rotor) und in 
Wasser mit einer Konzentration von 1 ug/ul gelost. 



c) Konstruktion der Lambda-gt10 cDNA Biblibthek 



Die Synthese der cDNA, das Methylieren der internen EcoRI-Stellen, das Anbringen von EcoRI Linkem, 
das Nachschneiden mit EcoRI, die Abtrennung der kurzen DNA-Fragmente, das Llgieren mit den Lambda- 
20 gt10 Armen und das in vitro Verpacken der ligierten DNA erfolgte mit dem cDNA Synthese System von 
Amersham (RPN 1256) sowie dem cDNA Kloniersystem Lambda-gt10 (Amersham, RPN 1257). Die 
beigefOgten Arbeitsvorschriften wurden genau eingehalten. Ausgehend von etwa 3 fig wurden mRNA 
ietztendlich ca. 0,5x10 s rekombinante Lambda-gt10 Phagen erhalten. 



Beispiei 2 



30 cDNA Isolierung 



a) Durchsuchen der Lambda-gt10 Bibliothek mit Oligonukleotiden 



Zum Durchsuchen der cDNA-Bibliothek nach fur VAOprotein kodierender cDNA wurden entsprechend 
der Sequenzen des tryptischen Peptides P16/II zwei und des Staph A Peptides P20/f/6 ein Oligpnukleotid 
synthetisiert (Fig.1). Diese Oligonukleotide steilen jeweils eine Mischung aller Varianten dar, die jede 
Kodierungsmoglichkeit der entsprechenden mRNA berticksichtigen. EBI-386 weist bei einer Kettenlange 

40 von 20 Nukieotiden 512 Variationen auf und paflt zu dem Staph-A Peptid P207I/6. Urn die Variation bei dem 
Oligonukleotid fQr das tryptische Peptid P16/H niedriger zu halten, wurden zwei Oligonukleotide (20-mere) 
synthetisiert: EBI-387: 128 Variationen, EBI-388: 64 Variationen. 

Weiters wurden zu dem tryptischen VAC-Peptid P30/I passend zwei Oligonukleotide unter Verwendung 
von Desoxyinosin als Base bei "Wobble" Positionen synthetisiert (Fig.2): EBM18 und EBI-119. Diese 

45 Substitution wurde von E. Ohtsuka et al. f J. Biol. Chem. 260/5 (1985). pp.2605-2608, sowie Y. Takahashi et 
al„ Proc. Nat. Acad. Sci. (1985) pp.1 931 -1935, beschrieben. Inosin basenpaart gut mit Cytosin, stort jedoch 
kaum die Ausbildung der Doppelhelix, wenn andere Nukleotide als Partner angeboten werden. 

Jeweils 60 pMol jedes Oligonukleotids wurden mit 60 pMol gamma- 32 P-ATP (Amersham, PB 218, 5000 
Ci/mMol) in 30 u\ Losung unter Verwendung von 20 Einheiten T* Polynukleotidkinase phosphoryliert. Die 

so Losung enthielt 70 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCI 2 und 5 mM DTT, die Inkubationsdauer betrug 30 Minuten. 
Durch Zugabe von 30 mM EDTA und 5 Minuten Erhitzen auf 70 °C wurde die Reaktion gestoppt Das 
markierte Oligonukleotid wurde durch Saulenchromatographie uber Biogel P6DG (Biorad) von nicht einge- 
bauter RadioaktivitMt getrennt. Pro Oligonukleotid wurden zwischen 70 und 110x10 s cpm Phosphor-32 
eingebaut 

55 Je 15 pMol EBI-118 und EBI-119 wurden in 90 ul unter Einsatz von 45 pMol gamma-^P-ATP 
(Amersham, PB 218, >5000 Ci^mMoiy mit 10 Einheiten T^-Polynukleotidkinase Phosphoryliert und an- 
schiieflend uber Biogel P6DG gereinigt. Insgesamt wurden 70 x10 s cpm Phosphor-32 eingebaut 

Ungefahr 1,2x10 s pfu (Plaque forming units) rekombinante Phagen einer humanen, plazentalen cDNA 
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Bibliothek im Phagen Lambda-gt10 wurden verwendet, um Ecoli C600 zu infizieren. Etwa 50.000 Phagen 
wurden pro 13,5 cm Petrischale plattiert (LB, 10 mM MgSO*. 15 g/l Bacto-Agar). Nachdem die Plaques fast 
konfluent waren, wurden von jeder Platte 2 AbzQge auf Nitrozellulosefilter hergestellt (Schleicher und 
Schuell, BA85) (T. Maniatis et ai., Molecular Cloning, 1982, pp 320 321). 
s Die Rlter wurden 3x20 Minuten in TE bei 100* C behandelt und anschlie/tend Uber Nacht bei 65* C gewa- 
schen: 



10 Waschlosung: 

50 mM Tris pH = 8 
1 M NaCI 
1 mM EDTA 
75 0,1 % SDS 

Danach wurden die Rlter 4 Stunden bei 49* C prShybridisiert 



20 

Prahybridisierldsung: 

6 x SSC 

25 5 x Denhardt 
0,1 % SDS 

1 mM Na-Pyrophosphat 
50 mM NaHaPO* pH = 6,5 
100 U.M ATP 
30 80 ug/ml denaturierte Hering Sperm DNA 

Die Hybridisierung erfolgte in der gleichen Losung unter Einsatz der gesamten Menge markierter 
Oligonukleotide. Die doppelten Abzuge der Platten 1 bis 6 wurden mit EBI-386, jene der Platten 7-12 mit 
EBI-387 und EBI-388 16 Stunden bei 49* C hybridisiert. Die Abzuge der Platten 13-24 wurden 16 Stunden 
35 mit EBI-118 und EBM19 bei 37* C hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Rlter zweimal mit 
6x SSC/0,01% SDS gespOlt, 2 x 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6x SSC / 0,01% SDS und 3 x 20 
Minuten in der gleichen LSsung bei 49 # C bzw. 37* C gewaschen. Nach dem Lufttrocknen wurden die Rlter 
an Kodak X-Omat S Rim bei -70* C unter Verwendung einer Verstarkerfolie exponiert. 

Lambda-Phagen, die auf beiden Rltern Hybridisierung mit dem Oligonukleotid zeigten, wurden unter 
40 Verwendung desselben Hybridisierungsprotokolls zur Homogenitat gereinigt. 

Aus der Hybridisierung mit EBI-386, -387 und -388 resultierten die Phagen Lambda-P11/3 f Lambda- 
P6/5, Lambda-P6/6. Die Hybridisierung mit EBI-118 und -119 resultierte in den Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22. 

45 

b) Isolierung der cDNA Inserts 

E.coli C 600 wurde mit 2,5 x 10 6 pfu (Plague forming units) Phagen infiziert und mit 6 ml Topagarose 
(0,7 % Agarose, 10 mM MgSO*. LB) auf 13,5 cm Agarplatten (LB. 10 mM MgSCU, 1,5% Agarose. 0,2% 

so Glukose) plattiert. Nach 5 1/2 Stunden Inkubation bei 37 # C waren die Plagues konfluent Die Platten wurden 
30 Minuten bei 4*C gekuhlt und die Agarose mit 10 ml Lambda-Diluent (10 mM Tris, pH=8, 10 mM 
MgS04. 0,1 mM EDTA) Gberschichtet. Die Phagen wurden Gber Nach bei 4*C unter leichten SchOtteln 
eluiert Die Uberstehende Phagensuspension (ca. 8 ml) wurde in CorexrQhrchen transferiert und 10 Minuten 
bei 15.000 rpm (4 - C, JA 21 Zentrifuge) zentifugiert Der Oberstand wurde in Polycarbonatrdhrchen 

55 dekantiert und bei 50.000 rpm (20* C, L709 Beckman-Zentrifuge, 20* C, 50 Ti Rotor) bis omega 2 t = 3x10 10 
(ca 23 Minuten) zentrifugiert. Die pelletierten Phagen wurden nach Entfernen des Oberstandes in 0,5 ml 
Lambda-Diluent resuspendiert und in Eppendorf RShrchen transferiert. Die Suspension wurde durch kurzes 
Zentrifugieren von nichtsuspendierten Teilchen befreit der Oberstand in ein neues Rohrchen gefUIH Nach 
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Zusatz von 10 Mg/ml RNaseA und 1 ug/ml DNase I wurde 30 Minuten bei 37* C inkubiert Nach Zugabe 
von 25 mM EDTA, 25 mM Tris, pH = 8. 0.2% SDS wurde 30 Minuten bei 70 *C inkubiert Als nachstes 
wurde 1 vol Phenol/chloroform (1:1) zugegeben, und Proteine durch Kippen des Rohrchensextrahiert. Nach 
2 Minuten Zentrifugation in der Eppendorfzentrifuge wurde die wa/3rige Phase mit 1 vol Chloroform 

s extrahiert (nur Kippen, nicht Vortexen). Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation wurden dem 
Ueberstand 1/20 vol 3 M Na-Azetat und 1 ml Sthartol zugesetzt Dabei fiel die Phagen DNA fadenformig 
aus. Nach 5 Minuten Inkubation bei 0*C wurde die DNA abzentrifugiert (10 Minuten). Das Pellet wurde 
einmal mit 70 % Athanol gewaschen, getrocknet und uber Nacht in 50 ul TE gelost (4° C). 

Die DNAs wurden mit EcoRI geschnitten und die entstehenden Fragmente auf einem 1% Agarosegel 

to getrennt Di cDNA Inserts der Klone Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 hatten Gro/ten von 
etwa 1300 bis 1400 bp. Die Sequenzanalyse zeigte, dai3 alle drei Kfone von ein und derselben mRNA 
abgeleitet waren. Das 5'Ende der mRNA fehlte jedoch in den cDNAs. Die Inserts der Phagen Lambda-Nr15, 
Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 hatten Langen von ca. 1600, 1100 und 1000 bp. Die Sequenzanalyse liefl 
eine annahernd vollstandige cDNA vermuten. Die cDNAs der beiden Phagengruppen Lambda-P11/3, 

75 Lambda-P6/5 und Lamda-P6/6 sowie Lamda-Nr15, Lamda-Nr19 und Lambda-Nr22 sind von zwei ver- 
schiedenen mRNAs abgeleitet wie die nachfolgende Sequenzanalyse ergab. 

Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-P11/3, Lambda-P6/5 und Lambda-P6/6 wurden isoliert und in 
dem EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert (Vector Cloning Systems, 3770 Tanst Street. San 
Diego. CA 92121, USA). Die resultlerenden Klone wurden pP6/5, pP6/6 und pP11/3 genannt 

20 Die EcoRI Inserts der drei Klone Lambda-Nr15, Lambda-Nr19 und Lambda-Nr22 wurden isoliert und in 
den EcoRI-geschnittenen Bluescribe M13* Vektor ligiert. Die resultlerenden Klone wurden pRH201, pRH202 
und pRH203 genannt. 

25 c)Weitere VAC cDNA Klone 

Urn weitere cDNA Klone zu erhalten, wurde die humane, plazentale Lambda-gt10 Bibliothek nochmals 
durchsucht, diesmal mit dem EcoRI-lnsert des pP11/3 als Sonde. 

Dieses DNA-Fragment wurde durch Nicktranslation radioaktiv markiert (T.Maniatls, Molecular Cloning, 
so ' 1982, pp. 109-1 12, keine DNase I verwendet). Insgesamt wurden 4x10 s Phagen auf 8 Platten durchsucht. 
Die Behandlung der Nitrozellulosefilter erfolgte wie in T.Maniatis, Molecular Cloning, 1982, pp.320-321 be- 
schrieben. Die Hybridisierungslosung enthielt 6xSSC, 5x Denhardt's, 0,1% SDS sowie 20x1 0 s cpm pP11/3 
Insert. Die Hybridisierungsdauer betrug 16 h bei 65 "C. Die Filter wurden danach 3x10 Minuten bei 
Raumtemperatur mit 6xSSC/0,01% SDS und 3x45 Minuten bei 65* C und mit 0,2xSSC gewaschen. 
35 Insgesamt wurden 69 positiv reagierende Klone erhalten (Lambda-VAC1 bis Lambda-VAC69). 

12 dieser Klone wurden im kleinen Maflstab wie oben beschrieben prapariert, <i\e cDNA Inserts mit Eco 
Rt freigesetzt und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Dabei zeigte sich, da/3 das Insert des Klons 
Lambda-VAC10 den gesamten fOr VAC Protein kodierenden Leserahmen enthalt. * 

40 

Beispiel 3 

45 Charakterisierung der cDNAs kodierend fOr VAC-alfa und VAC-beta 
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a)Northern Blot Experiment 



Zu 2 ug poiy-A* RNA wurden 5 ul VVasser, 16 u\ Formamid, 6 til Formaldehyd und 3 ul 0.1 M NaOH 
zugesetzt, die Losung 10 Minuten bei 68* C inkubiert und anschlieflend auf Eis gekOhlt Nach Zusatz von 5 
Ul Farbstofflossung (je 0,4% Bromphenolblau und Xylencyanol in 50% Glyzerin, 1 mM EDTA) wurde die 
RNA auf einem Formarnid-Agarosegel aufgetrennt (1,5% Agarose, 10 mM Na-Phosphat pH-7,6, 1 mM 
55 EDTA, 5 mM Na-Azetat, 6% Formaldehyd, Elektrophorese 100 V, 3 Stunden, Laufpuffer wie Gelpuffer, ohne 
Formaldehyd). Als Referenz wurde Gesamt-RNA aufgetragen. Diese Spur wurde nach der Elektrophorese 
abgetrennt und mit EtBr angefarbt. urn die Lage der 28 und 18 S rRNA zu bestimmen. Der Rest des Gels 
wurde zweimal 10 Minuten in 10xSSC gewaschen, und die RNA mit 20xSSC auf Nitro-zellulosefilter 
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utertragen. Das Filter wurde mit 2xSSC gewaschen, getrocknet und 2 Stunden im Vakuum bei 80 °C 
gebacken. Jeweils 1 ug pP11/3 und pRH203 wurden mit dem Multiprime DNA Jabelling System 
(Amersham, RPN 1601) radioaktiv markiert. Das Nitro-zelluiosefilter wurde 2 h bei 65* C in 6xSSC/5x 
Denhardt's/0,1% SDS prahybridisiert. Jeweils eine Spur wurde mit 180x10 s cpm pP11/3 bzw. pRH203 
s hybridisiert (16h 65* C). Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 6xSSC/0,01% SDS 
und zweimal 30 Minuten bei 65* C mit 0,2xSSC/0.01% SDS gewaschen, getrocknet und an Kodak X-Omat 
S Rim mit VerstSrkerfofie exponiert. 

Das Ergebnis ist in Fig.3 abgebildet. Die cDNA des Klons pP11/3 hybridisiert an eine mRNA der GrSfle 
von etwa 1700 Basen ("VAC-alpha"). die cDNA des Klons pRH 203 an eine mRNA der Grofle von etwa 
io 2200 Basen ("VAC-beta"). 

Da erstens die eingesetzte Radioaktivitatsmenge sowie die aufgetragene Menge mRNA pro Spur etwa 
gleich war und zweitens die Hybridisierung eines Genom-Blots in derselben Losung Banden gleicher 
Intensity mit beiden cDNAs ergab (siehe unten), ist zu schlie/ten, da/3 die kUrzere mRNA ("VAC-alfa") in 
grofleren Mengen als die langere ("VAC-beta") mRNA in Plazenta vertreten ist. 

75 

b)Sequenzanalyse der VAC-alfa cDNA 

Die cDNA Klone pP6/5 f pP6/6 und pP11/3 wurden total, sowie die der Klone Lambda-VAC1 bis -12 

20 partiell sequenziert. Das Resultat ist in Fig.4 abgebildet. Es wurden insgesamt 1465 Basen sequenziert. Die 
cDNA weist einen langen, offenen Leserahmen auf, der fiir 320 Aminosauren kodieren kann. Wird die DNA 
Sequenz in eine Aminosauresequenz Gbersetzt, so konnen alle sequenzierten Peptide in dieser Sequenz 
untergebracht werden (Fig.5). Es handelt sich daher bei dieser cDNA urn jene, deren korrespondierende 
mRNA fUr VAC-protein kodiert. Da die Sequenzen der zweiten isolierten cDNA (siehe unten) fUr ein 

25 ahnliches. aber von VAC verschiedenes Protein kodiert, wird hier der Name VAC-alfa eingefOhrt. 

Dem ersten ATG-Codon (Basen 35-37) geht im selben Leserahmen ein Stop-Codon voran. Die Basen 
30 bis 38 erfullen ziemlich gut die Kozakregel (M. Kozak, Nature 308 (1984), pp. 241-246), die die 
Konsensussequenz in der Nahe des Translationsstartcodons mit CC(A/G)CCAUGG angibt. die entspre- 
chende Sequenz hier lautet TCGCTATGG. Die 3' nichttranslatierte Region ist 471 Basen lang. 15 Basen vor 

30 Beginn des poly-A Abschnitts befindet sich die Polyadenylierungssequenz AATAAA (NJ.Proudfoot et ai., 
Nature 263 (1976), pp. 211-214). Wird eine Kettenlange von 150 bis 200 Basen fQr den Poly-A Abschnitt 
der mRNA gerechnet, betrSgt die Gesamtlange der mRNA auf Grund der cDNA Sequenz 1600-1650 Basen. 
Da im Northern Blot Experiment ein hoherer Wert bestimmt wurde, ist die 5'nichttranslatierte Region in 
keiner cDNA komplett enthaiten. 

35 Die cDNA des Klons pP6/5 weist im Gegensatz zu alien anderen cDNA Klonen an Position 100 C statt 
A auf. Dadurch wurde sich das Triplett 98-100 (22. Codon) von GAA nach GAC andern und fOr Asp anstelle 
von Glu kodieren. Diese Abweichung kann mehrere Ursachen haben: a) die Reverse Transkriptase baute 
ein falsches Nukleotid ein, b) es handelt sich um die Transkripte zweier alleler, an dieser Stelle ver- 
schiedener Gene Oder c) es gibt zwei nicht allele Gene, die sich an dieser Position unterscheiden. 

40 Der lange. offene Leserahmen kodiert fOr ein Protein mit 320 Aminosauren, von dem das Met-1 wahr- 
scheinlich abgespalten, und das folgende Alanin an der Aminogruppe, moglicherweise durch Acylierung, 
blockiert wird. Das errechnete Molekulargewicht betragt 35,896 D und ist hoher ais der Wert nach SDS- 
PAGE. Allerdings ist der Anteil geladener Aminosauren (Asp, Glu, Lys, Arg, His) mit 30,6 % (98/320) 
uberdurchschnittlich hoch verglichen mit dem durchschnittlichen Wert von 25,1 %. Dies wGrde das 

45 veranderte Wanderungsverhalten des Proteins bei der SDS-PAGE erklSren. Innerhalb der stark geladenen 
Aminosauren uberwiegen die sauren Aminosauren (Asp und Glu) mit 54 gegenUber den basischen (Lys und 
Arg) mit 41. Dies erklMrt den sauren, isolektrischen Punkt des VAC-aifa Proteins (pi =4,4 bis 4,8) VAC-alfa 
enthSIt nur ein fUr Cystein codierendes Triplett (AminosSure-Position 316); eine typische N-Glykosilierungs- 
stelle (Asn-XXX-Ser/Thr) ist nicht vorhanden. Eine Strukturanalyso der Aminosauresequenz (modifiziert nach 
so Pustell. J et al., Nucleic Acids Res. 10 (1982) pp 4765-4782) ergibt eine vierfache Wiederholung einer 67 
Aminosaure langen Sequenz (Fig.6), im folgenden "Repeats" genannt. Innerhalb dieser Sequenz sind 7 
Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert, 15 AminosSuren (22,4 %) kommen in drei von vier 
Repeats vor, an 28 Positionen (41,8 %) enthaiten jeweils zwei Repeats dieselbe Aminosaure. 

Ein Vergleich mit publizierten Literaturdaten (M.J.Geisow, FEBS Letters 203 (1986), pp. 99-103, 
55 M.J.Geisow et al., TIBS 11 (1986). pp. 420-423) ergab Uberraschenderweise, dafl VAC-alfa damit zu einer 
grofleren Gruppe Ca** abhsingiger Phospholipidbindungsproteine gehSrt. Es. wird eine Konsenussequenz 
beschrieben 



(Lys-Gly-fob-Gly-Thr-Asp-Glu-var-var-Leu-lle-fil-lle-Lew-Ala-fob-Arg; 



fob = hydrophob. 



fil = hydro-phil. 
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var=variabel). die an der Ca Bindung beteiligt sein konnte (MJ.Geisow et al. s Nature 320 (1986), pp. 
636-638). Diese Sequenz findet sich in jeder der vier wiederholten 67 Ammosaure langen Subsequenzen 
der erfindungsgemaflen Proteins (Fig.6). Auffallig ist auch der 6 AminosMuren lange Abschnitt am End© 
jeder Repeat, der fast auflchliefllich aus hydrophoben Aminosauren besteht foooooo" in Fig.6). 



c) Sequenzanalyse der VAC-beta cDNA 

Die VAC-beta cDNA Sequenz der Klone Nr15, Nr19 und Nr22 ergab 1940 bp und gent in einen poly-A 
Abschnitt uber (Fig.7). 16 Basen vor dem poly-A Abschnitt findet sich das Poiyadenyiierungssignal 
AATAAA. AHerdings kommt diese Konsenussequenz bereits an der Nukleotidposition 1704-1709 vor. 
Weshalb diese Sequenz nrcht ait Polyadenylierungssignal verwendet wird, ist unbekannt Die zusStzlich 
erforderliche Sequenz an der 3'Seite der AATAAA Sequenz, YGTGTTY (Gill A. et al., Nature 312 (1984), pp. 
473-474) kommt erst relatv weit entfemt vor (TGTGTTAT, Position 1735-1742); mSglich, dafl dies die 
Erkiarung fur ein Nichtakzeptieren dieser ersten Polyadenylierungssequenz darsteUt 

Die cDNA enthalt einen langen, offenen Leserahmen, der vorm Beginn der cDNA bis Position 1087 
reicht Er wurde ein Kodierungspotentiai fOr 362 Aminosauren beinhalten. Aus Analogiegrunden zu VAC-alfa 
und aufgrund der Tatsache, daB auch ein 34.000 D Protein bei der Reinigung von VAC anfalit (siehe E.P.A 
181.465) wurde das erste Methioninkodon (ATG, Position 107-109) afs Translationsstart angenommen. Die 
Kozakregel ist hier nicht so gut erfGllt wie bei VAC-alfa (AAGAGATGG auf Position 102-1 10). 

Das resultierende Protein (VAC-beta) w§re 327 AminosMuren lang. Es besitzt 4 Cysteinreste 
(AminosSureposition 161, 206, 250 und 293) und eine potentielie N-Glykoxylierungsstelle (Asn-Lys-Ser, 
Aminosaureposition 225-227). Das errechnete Molekulargewicht betragt 36.837 (Fig.9). Auch in VAC-beta 
gi'bt es Uberdurchschnittlich viele geladene Reste: 97/237 (29,6%), wobei die sauren Aminosauren 
(Asp+Glu: 49) Uber die basischen (Lys+arg 42) Qberwiegen; eine Erkiarung fOr das nach SDS-PAGE 
ermittelte niedrigere Molekulargewicht. 

Auch VAC-beta zeigt eine interne Wiederholung einer 67 AminosMuren langen Sequenz Fig.8). Inner- 
halb dieser Sequenz sind 7 Aminosauren (10,4 %) in alien vier Repeats konserviert, 17 AminosSuren (25,4 
%) kommen in drei von vier Repeats vor, an 25 Positionen (37,7 %) enthalten jeweils zwei Repeats dieselbe 
Aminosaure. Auch VAC-beta zeigt gute Obereinstimmung mit der 17 Aminosauren langen Konsenusse- 
quenz. Die Ausfuhrungen zum VAC-alfa gelten analog fOr VAC-beta. 

d) Genomische Southernblot Analyse 

Die Analyse chromosomaler DNA aus humaner Plazenta nach Southern zeigt ein komplexes Bild. Die 
DNA wurde mit EcoRI, Hindlll, BamHI und Pstl geschnitten. Die auf Nitrozellulose transferierte DNA wurde 
sowohl mit einer VAC-alfa DNA (pP11/3) als auch mit einer VAC-beta DNA (pRH203) hybridisiert Das Wa- 
schen der Filter geschah unter stringenten Bedingungen (siehe Punkt a)), d.h. mit 0,2xSSC und 65 *C. 
Trotzdem ergaben sich bei jedem Verdau relativ viele Banden (Fig.10). Der Vergleich der beiden Blots 
zeigt, dafl die Kreuzreaktion von VAC-alfa und -beta DNA unter diesen Bedingungen eher auszuschlietfen 
ist Die Vielzahl der Banden ist entweder durch die Existenz jeweils ahnlicher Gene zu dem VAC-alfa bzw. 
VAC-beta Gen zu erklaren, Oder aber es handelt sich urn jeweils ein Gen, das durch viele und/oder lanqe 
Introns unterbrochen ist 

Beispiel 4 



Protein-Analyse 

In Fig.1l ist der Vergleich der AminosMuresequenzen von VAC-alfa mit VAC-beta wfedergegeben. Die 
wiederholten Strukturen lassen sich In beiden Protefnen gleich anordnen. Die Verbindungspeptide sind 
ebenfails gleich lang mit Ausnahme jener zwischen der 2. und 3. Repeat. In dieses Verbindungspeptid mufl 
bei VAC-alfa eine LOcke eingefGhrt werden, urn eine optimale Anpassung der beiden Sequenzen zu 
erlauben. Das N-terminale Peptid der beiden Proteine ist unterschiedlich lang, 19 Aminosauren bei VAC- 
alfa. 25 Aminosauren bei VAC-beta. Dieses Peptid weist auch die geringste Homologie auf. Die beiden 
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Proteine sind an 176 von 320 Aminosaurepositionen ident, was einem Homologiegrad von 55,0% entspricht 
An dieser Stelle sei auch der Vergleich der Nukleotidsequenzen der VAC-alfa und -beta cDNAs 
eingefUgt. Werden zwei Gene und deren Produkte miteinander verglichen, sieht man auf der DNA ( = RNA) 
Ebene eine gro/tere Homologie als auf der Aminosaureebene. was durch die Tatsache erklart ist dafl bei 
s der Nukleinsaure bereits eine Veranderung in einem Basentriplett ausreicht, urn eine neue Aminosaure zu 
kodieren. 

In Fig.12 ist der Vergleich der kodierenden Regionen von VAC-alfa und VAC-beta cDNA wiedergege- 
ben. Oberraschenderweise zeigen die ON As nur einen Homologiegrad von 54,2%, also etwas weniger als 
die beiden Proteine. 

70 In Fig.13 sind die HydrophilizitStsprofile der beiden Proteine abgebildet. Oabei wurde der Algorithmus 
von Hopp und Wood verwendet (T.P.Hopp et al. f Proc.Natl.Acad.Sci. 78 (1981) pp.3824-3828). Die vier 
Repeatbereiche sind durch die Balken angedeutet, die Verbindungspeptide in der darunter angegebenen 
Sequenz eingerahmt Dabei fallt auf, da/J das Verbindungspeptid zwischen der zweiten und dritten Repeat 
besonders hydrophil ist. In diesem Peptid befindet sich sowohl bei VAC-alfa als auch bei VAC-beta ein 

rs Arginin an identer Position. Es ware daher moglich, 6aB dieses Arginin einen bevorzugten Angriffspunkt fUr 
eine Protease mit trypsinartiger Spezifitat darsteilt. Dabei mtiflte das MolekUl in zwei etwa gleich grofle 
Halften zerfallen. Es ware denkbar, da/3 bereits ein solches "Halbmolekul" eine bioiogische, beispieisweise 
eine antikoagulierende Wirkung entfalten kann. Auf der anderen Seite k5nnte vielleicht der Austausch 
dieses Arginins durch z.B. Histidin den VAC-proteinen eine groflere Stabilitat vermitteln. 

20 Aus Fig. 13 ist weiterhin leicht zu erkennen, da£ weder VAC-alfa noch VAC-beta einen ISngeren, 
hydrophoben Bereich aufweisen, der entweder die Sekretion durch, Oder das Einlagern der Proteine in eine 
Membran erlauben wGrden. Es ist daher anzunehmen, dai3 es sich bei VAC-alfa und VAC-beta um 
intrazeilulare Proteine handelt. 

Wallner et al (Nature 320 (1986), pp.77-81) berichten die Struktur des humanen Lipocortin I, Saris et al. 

25 (Cell 46 (1986), pp.201 -21 2) und Huang et al. (Cell 46 (1986). pp. 191-199) die Struktur des murinen bzw. 
humanen Calpactin i, das auch Lipocortin II genannt wird. Diese Proteine gehoren ebenfalis zu der Klasse 
der Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteinen. Ihre Struktur laflt sich analog zu VAC-alfa und -beta 
anschreiben (Rg.14). Die Homologien zwischen VAC-alfa und VAC-beta sind jedoch ausgepragter als jene 
zwischen VAC und Lipocortin: 

30 

VAC-alfa - VAC-beta : 55.0% 
VAC-a!fa - Lipocortin I : 41 .9% 
VAC-alfa - Lipocortin II : 43,8% 
VAC-beta - Lipocortin 1 : 41 ,7% 
35 VAC-beta - Lipocortin II : 44,6% 

Anzunehmen ist daher, dafl auch die Lipocortine aufgrund ihrer analogen Struktur antikoagulierende 
Wirkung haben, und demzufolge als Antikoagulanzien einzusetzen sind und weiterhin, dafl dies eine 
generalle Eigenschaft dieser Klasse von Ca** abhangiger Phospholipidbindungsproteine ist 

40 Viele Mitglieder der Ca* * abhangigen Phospholipidbindungsproteine binden an gereinigte sekretorische 
Vesikel oder andere Bestandteile des Cytoskeletts (siehe R.H.Kretsinger et al.. Nature 320 (1986), p.573 fUr 
eine Zusammenfassung). Bei der Sekretion kapseln sich die Vesikel vom Golgi-Apparat der Zelle ab, 
wandern zur Zellmembran und fusionieren mit ihr. Dabei wird der Inhalt der Vesikel von der Zelle 
freigesetzt In Analogie zur Kuppiung von Erregung mit der Muskelkontraktion wurde vorgeschlagen 

45 (W.W.Douglas, Br.J.Pharmac. 34 (1968), 451), dafl auch der Stimulus und die Sekretion Qber Ca** 
gekoppelt ist Dabei konnten die Ca** abhangigen Phospholipidbindungsproteine eine wichtige Rolle 
spielen. In der konservierten, 17 AminosSuren langen Region jeder Repeat besitzt VAC-alfa 5 bis 6 
Hydroxylgruppen-enthaltende Aminoseiuren (Asp, Glu, Thr, Ser), jeweils drei davon an identischer Position. 
Bei VAC-beta finden sich in jeder Repeat vier dieser Aminosauren. Obwohl keines der Proteine die in 

so Calmodulin, Troponin C, S-100 und Parvalbumin beobachtet EF-Hand Struktur aufweist (R.H.Kretsinger et 
al., CRC Crit. Rev.Biochem. 8 (1980), p119), die in diesen MolekUlen fQr die Ca** Bindung verantwortlich 
ist, verleitet die Konservierung dieses Unterabschnitts in jeder Repeat zu dem Schiu/3, da/3 diese Region fOr 
die Ca* * Bindung verantwortlich ist 

Durch gezielte Mutationen in diesem Bereich konnte versucht werden, die bioiogische Aktivitat von 

55 VAC-Proteinen zu verandern. 

Beispiel 5 
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Expression von VAC-alfa in Ecoli 



to 



20 



a) pRH284T: Expressi onsvektor mit dem alkalischen Phosphatasepromotor und Terminator 

Das Gen far die alkalische Phosphatase (PhoA) aus E.coli unterliegt einer strengen Regulation. In 
Gegenwart von Phosphat wird das Gen komplett abgeschaltet, bei Abwesenheit von Phosphat im Medium 
erfolgt Genexpression. H.Shuttleworth et al., Nucleic Acids Res. 14 (1986), p.8689 sowie C.N Chang et al 
Gene 44 (1986). pp.1 21 -125 beschreiben die Nukleotidsequenz dieses Gens. 

Aus mehreren Oligonukleqtiden wurde die Promotorregion des PhoA gens zusammengesetzt und in 
EcoRI-Clal geschnittenes pAT153 eingesetzt Vor defiribosomalen Bindungsstelle wurde eine Xhol Steife 
eingefuhrt. Die originate EcoRI Stelte wird beim Einligieren des synthetischen DNA-Fragmentes zerst5rt 
Nach der ribosomalen Bindungsstelle wurde ein Translationsstart-ATG vorgesehen, dessen G das erste 
is Nukleotid einer Sacl ( = Sst!) Stelle ist. Der Expresstansvektor IMflt sich durch Schnitt mit Sad an dieser 
Stelle lineansieren und der 3-Oberhang durch Behanaiung mit DNA-Polymerase I - Klenow Fragment in 
Gegenwart von dGTP in ein gerades Ende tiberfOhren. Dadurch kann jedes beliebige Gen an dieser Stelle 
eingefQgt werden, ffir korrekte Expression mufl es mit der ersten Base der kodierenden Region beginnen. 

Das Hindlll-Sall Fragment des pAT-Anteils wurde entfernt und durch den alkalischen Phosphatase- 
Transkriptionsterminator ersetzt Die originale Sail Stelle wurde zerstSrt. DafQr wurde sie vor dem Termina- 
tor zusammen mit der ebenfalls aus pAT153 deleMerteh BamHI Stelle wieder eingebracht. Die Sequenz der 
synthetisch hergestellten DNA ist in Fig.1 5 abgebildet^, 

as bj Expressionsklon pRH291 

Der cDNA Klon pP6/5 wurde mit Bgill und Pstl geschnitten und das 980 bp lange Fragment isoliert, das 
den Hauptteil der kodierenden und ca. 200 bp 3'nichttranslatierte Region enthllt. Mittels Oligonukleotiden 
wurde das fehlende 5'Ende der kodierenden Region ersetzt Dabei wurde durch zwei Mutationen (GGC - 
30' GGT, Gly-7 und ACT - ACC, Thr-8) gleichzeitig eine Kpnl-Schnittstelle in die VAC-cDNA eingefOhrt 
Die Oligonukleotide hatten folgendes Aussehen: 



as IE8I-678 IIEBI-677 

5 * GCACAOGTTCTCAGAGGTACCGTGACTGACTTCCCTGGATTtGATGAGCGGGCT 3 ' 
CGTGTCCAAGAGTCTCCATGGCACTGACTGAAGGGACCTAAACTACTCGCCCGA 
I EBI-680I | 



40 



45 



55 



GATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAGAGC 
CTACGTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTCTCG 

EBI- 



| (EBI-682 j 
so ATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGGGCCAGGAAATCTCTGCA 3 ' 
TAGGACTGAGACAACTGTAGGGCTTCATTACGAGTCGCGGTCCTTTAGAG 5 * 

679 | | EBI-681I 



Die Oligonukleotide EBf-680. -677, -678 und -682 wurden an 5'Ende phosphoryliert. EBI-678 und -680 

u ®! 7 u, U ?- d " 679 S ° Wie EB '" 682 und * 681 wurden P^eise auf 100'C erhitzt und langsam langsam 
abgekUhlt Oe 100 pMol in 20 u.l). Die Doppelstrang-Oligonukleotide wurden vereint und ligiert. pRH 284T 
wurde mit Sacl linearisiert. das 3'0berhangende Ende durch Behandlung mit DNA-Polymerase I / Klenow 
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Fragment in Gegenwart von dGTP zu einem geraden Ende reduziert, und mit BamHI nachgeschnitten.Ca. 
30 ng Vektor, 200 ng cDNA und 250 nMol Oligonukleotide wurden in 15 ul Losung ligiert. Kompetente 
E.coii HB101 wurden mit der Ugaselosung transformiert. Der resultierende Klon wurde pRH291 benannt 
(Fig. 16). 



a) Expressionsklon pRH21 2 

Als Expressionsvektor wurde das Plasmid pER103 verwendet (E.Rastl-Oworkin et al. a Gene 21 (1983), 
237-248). Der Vektor wurde mit Hindlll linearisiert. Das 5'OberhSngende Ende wurde mit dATP und DNA- 
Polymerase I / Klenowfragment partiell eingefQIIt. und der verbleibende Einzelstrangrest mit S1 Nuklease 
verdaut. Der Vektor wurde mit BamHI nachgeschnitten und das grofle Fragment isoliert (Fig.17). Aus dem 
Klon pRH203 wurde das 440 bp lange Maelll-BamHI Fragment isoliert, das die Codons 13 bis 157 enthalt. 
Das fehlende 5'Ende wurde durch Oligonukleotide ergSnzt: 



Dabei wurden fOr E.coii optimale Codons verwendet (zB. R.Grantham et a!., Nucleic Acids Res. 8 
(1980), 1893-1912). Dieser Codonaustausch resultiert in einer neuen Hindlll-Stelle bei Codon 5 bis 7. Das 
Oligonukleotide EBI-306 wurde phosphoryliert. mit EBI-307 hybridisiert und mit dem VAC-beta Fragment 
ligiert. Nach dem Nachschnitt mit BamHI wurde das 5'terminafe VAC-Fragment in den vorbereiteten 
pER103 Vektor ligiert. Der entstehende Klon wurde pRH211 benannt. Urn die fGr VAC-beta kodierende 
Region zu erganzen, wurde aus dem Klon pRH201 das 1230 bp lange BamHI-Sphl Fragment isoliert. Der 
ca. 200 bp lange pBR322 Abschnitt von BamHI bis Sphl aus dem Plasmid pRH211 wurde entfernt und 
durch den entsprechenden VAC-cDNA Teil ersetzt. Es resultierte der Klon pRH212. Das EcoRI-BamHI 
Fragment, das den Trp-Promotor (S.marcescens). die ribosomale Bindungsstelle und den synthetisch 
hergestellten Beginn des VAC-beta Gens enthSIt, wurde durch Sequenzieren UberprOft. 



b) Expression von VAC-beta (pRH212) 

Der Nachweis des plasm idkodierten VAC-beta erfolgte im Maxizell-system (A.Sancar et al.; J. Bacteriol. 
137 (1979), pp.692-693.). Ecoli CSR603 (F~, thr-1, IeuB6, proA2, phr-1, recA1, argE3, thi-1, uvrA6, ara-14, 
lacY1, ga!K2, xyl-5, mtl-1 , gyrA98 (nalA98), rpsL31, tsx-33, Lambda^, supE44) wurde mit pRH212 transfor- 
miert und bis zu einer ODgoo bei 37* C gezQchtet. 20 ml Kultur wurden in einer offenen Petrischale mit 
einer UV-Germicidlampe (15W) aus 50 cm Entfernung 5 Sekunden lang bestrahlt und anschlieflend 1 
Stunde weiter tnkubiert Der Kultur wurden 100ug D-Cycloserin zugesetzt. Nach 16 Stunden wurden die 
Bakterien abzentrifugiert. zweimal mit Hershey-Salzlosung gewaschen (5 t 4g/l NaCI, 3,0 g/l KCI, 1,1 g/l 
NH4CI, 15 mg/l CaC! 2 x2H 2 0, 0.2 g/l MgCI 2 x6H 2 0, 0,2 mg/l FeCI 3 x6H 2 0, 87 mg/l KH 2 PO*. 12,1 g/l Tris pH 
= 7,4), in 5 ml Hersheymedium resuspendiert (pro 100 ml Hersheysalze: 2,0 ml 20% Glukose, 0,5 ml 2% 
Threonin, 1,0 ml 1% Leucin, 1,0 ml 2% Prolin, 1,0 ml 2% Arginin, 0,1 ml 0.1% Thiamin-HC!) und mit 20 
ug/ml Indolacrylsaure 2 Stunden inkubiert. Nach Zusatz von 5 txCi/ml 35 S-Methionin und weiterer Inkubation 
bei 37* C (1 Stunde) wurden die plasmidkodierten Proteine radioaktiv markeirt. Die Bakterien wurden 
abzentrifugiert und in 200 ul SDS-Probenpuffer aufgenommen (Lammli-Gel System, z.B. LG.Davies et al.. 



Beispiel 6 



Vac-beta Expression in E.coii 



EBI-307 

5 • CCATGGCTTGGTGGAAAGCTTGGATCGAACAGGAAGGT 3 • 

3 • GGTACCGAACCACCTTTCGAACCTAGCTTGTCCTTCCACAGTG 5 ■ 

EBI-306 
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Methods in Molecular Biology (1986) pp.306-310). Die markferten Produkte wurden auf einem 15% 
Acrylamidgei aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und an Kodak X-Omat S Rim exponiert. Als Referenz 
wurde gereinigtes VAC-alfa Protein mitlaufen gelassen und durch AnfSrben sichtbar gemacht VAC-alfa ISuft 
etwas schneller als das pRH2l2 kodierte VAC-beta, wie es auch dem Molekulargewicht nach zu erwarten 
5 war. Die Expression von VAC-beta ist au/terdem durch Zugabe des Induktors Indolacrylsaure stimuiierbar 
<Rg. 18). 



15 



c) Expressionsklon pRH292 

Der Expressionsvektor pRH284T wurde mft Sad linearisiert und die 3'OberhMngenden Ende mit DNA- 
Polymerase I / Klenowfragment und dGTP in gerade Enden ubergefGhrt Der Vektor wurde mit Sail nachge- 
schnitten, und das gro/te Fragment isoiiertDas Hmdlll-Sall Insert des Klons pRH 212 wurde isoliert 0,2 
pMol des Oligonukleotidpaares * 

5' GCTTGGTGGAA 3' EBl-684 
3' CGAACCACCTTTCGA 5' EBl-685 

wurde mit 0,2 pMol VAC-beta insert und 0,015 pMol vorbereiteten pRH284T ligiert. Exoli HB101 wurde mit 
20 der Ugasel6sung transformiert. Der resultierende Klon wurde pRH292 benannt (Rg.18). 



Beispiel 7 

Nachweis der Expression von Vac-alfa und Vac-beta in E.coti 

30 

a) Anzucht der Klone HB101/pRH291 und HB101pRH292 



35 

Medien: 1) Vorkultur 

10 g/l Trypton 
5 g/i Hefeextrakt 
40 4 g/l Glucose 

9 g/l Na 2 HPO*.2H 2 0 
1 g/l NHiCI 
1 g/l KCI 

1 ml/l 1M MgS0 4 .7H 2 0 
45 100 mg/l Ampicillin 

Start-pH = 7.2 



50 



2) Hauptkultur 

0.68 g/l (NHO2HPO4 
55 0,62 g/l K2HPO4.3H2O 
2,33 g/l KCI 
0,5 g/l NaCI 
0,53 g/l NH4CI 
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1 .23 g/l MgS04.7H 2 0 
0,01 1 g/l CaCI 2 

10 mg/l Thiamin.HCI 

3,92 mg/l (NH*)2Fe(SO*) 2 .6H 2 0 
5 0.72 mg/l AICI3.6H2O 

0,71 mg/l CoCI 2 .6H 2 0 

1.5 mg/l KCr(SO*)2.12H 2 0 

0,75 mg/l CuS04.5H 2 0 

0,19 mg/I H3BO3 
70 0,51 mg/l MnSO*.H 2 0 

0,79 mg/l NiSO*.6H 2 0 

0,73 mg/l Na 2 Mo04.2H 2 0 

0.86 mg/l ZnS04.7H 2 0 

21 g/l Caseinhydrolysat (Merck Art.# 2238) 
is 25 g/l Caseinhydrolysat (Sigma C9386) 

100 mg/l Cystein 

2 g/l Hefeextrakt 

1 g/l Citronensaure 

1 1 g/l Glucose.H 2 0 (Start bzw. Feed) 



700 ml Vorkulturmedium wurden mit dem Expressionsklon angelmpft und bei 37* C unter RUhren (1000 
rpm ( = Umdrehungen pro Minute), Magnetstab) und Sauerstoffzufuhr (5 wm (^vol/vol/min), Belliftungsfritte) 
12 bis 15 Stunden inkubiert 600 ml dieser Vorkultur wurden in einen Fermenter mit 12 I Hauptkulturmedium 
uberfuhrt Die Hauptkultur wurde unter folgenden Bedingungen fermenttert: 

Ruhrsystem: BlattrUhrer bei 1000 rpm 
BelOftung: 1.0 wm 
Temperatur: 28* C 

pH: 6,5 (25% NH 3 zur Korrektur) 



Wahrend der Fermentation wurde die Giucosekonzentration gemessen. Bei Absinken auf 5 g/l wurde 10 
g/l Glucose nachgefUttert. Alle weiteren NachfOtterungen zu je 10 g/I erfolgten bei einem Absinken der 
Giucosekonzentration im Fermenter auf 10 g/l. Fiel der Sauerstoffpartialdruck auf etwa 0,05 atm ab, wurde 
der Druck im Fermenter auf 0,3 bar erhoht. Nach 20 Stunden wurde auf 15* C abgekUhlt, die Biomasse 
35 Ciber eine CEPA-Zentrlfuge vom NMhrmedium abgetrennt und bei -70* C eingefroren. 



b) Nachweis des rekombination Vac-alfa bzw. Vac-beta Proteins 

40 



Losungen: 



Probenpuffer: 

125 mM Tris pH = 6,8 
50 4 % SDS 

10 % Mercaptoathanol 

10 % Glyzerin 

0,02 % Bromphenolblau 



Acrylamidgel: 
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Sammelgel: 

3 % Acrylamid 
0,1 % Bisacrylamid 
5 125 mM Tris pH = 6,8 
0,1 % SDS 



10 Trenngel: 

13,5 % Acrylamid 
0,45 % Bisacrylamid 
375 mM Tris pH = 8,8 
75 0,1 % SDS 



Laufpuffen 

20 

14,4 g/l Glycin 
3.025 g/l Tris 
5 ml 20% SDS 

25 

Proteingel-Farbelosung: 

0,1% Coomassieblau 
30 50 % Methanol 
10 % Essigsaure 



35 Entfarbelosung: 

5% Methanol 
15% Essigsaure 

40 

Glycerinlosung: 

7% EssigsMure 
45 2% Glyzerin 



Transferpuffer: 

so 



10x Transferpuffer: 

55 24,2 g/i Tris 
112,6 g/l Glycin 



38 



3NSDOCID: <EP_0293567A1_I_> 




EP 0 293 567 A1 



1 x Transferpuffer: 

100 ml/l 10x Transferpuffer 
200 ml/l Methanol 
5 1 ml/I Empigen 



BlocklSsung: 

70 

1% Tween 20 

1 % BSA (Rinderserumalbumin) 

10% fotales Kalberserum (GIBCO) in PBS 



PBS: 

8 g/l NaCI 
20 0,2 g/1 KCI 

1,15 g/l Na 2 PCU 
0,2 g/l KH2PO4 
0,1 g/l MgCI 2 
0,7 g/l CaCb 



aikalische-Phosphatase-Puffer: 

30 100 mM Tris pH = 9,5 
100 mM NaCI 
5 mM MgCI 

Am Ende der Fermentation wurde die optische Dichte der BrQhe bestimmt und ein Aliquot entnommen. 

35 Die Bakterien wurden in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert, mit einer Konzentration von 20 OD 600 nm (opti- 
sche Dichte bei 600 nm) in Probenpuffer resupendiert und fQnf Minuten bei 100 "C denaturiert. UnlSsliche 
Anteile wurden durch . Zentrifugieren in der Eppendorfzentrifuge pelletiert. 5 ul Aliquots wurden auf das 
Acrylamidgel geladen. Als Referenz dienten Expressionsklone. die standig bei hoher Phosphatkonzentration 
gezGchtet worden waren (0,08 mM Phosphat). Unter diesen Bedingungen wurde der alkalische Phosphata- 

40 sepromotor nicht aktiviert. 

Die Proteine wurden bei 6,5 V/cm (Sammelgel) bzw. bei 13 V/cm (Trenngel) entsprechend dem 
Molekulargewicht aufgetrennt, bis der Bromphenoiblaufarbstoff das Ende des Gels erreicht hatte. Eine 
Halfte des Gels wurde mit Coomassieblau gefarbt. Dazu wurde das Gel 30 Minuten in der FSrbelosung 
bewegt und anschlie/tend eine Stunde in der Entfarbelosung behandelt Zur besseren Entfernung des Gber- 

45 schGssigen Farbstoff wurde ein mit Aktivkohle gefUllter Dialysenschlauch in die Entfarbelosung getauch. 
Das Gel wurde abschlieflend 30 Minuten in der Glyzerinlosung behandelt und mittels eines Geltrockners 
getrocknet. 

Die Proteine der zweiten Gelhalfte wurden auf ein Nitrozellulosefilter Qbertragen. Dazu wurde der 
Sandwich Whatman 3MM Papier-Gel-Nitrozellulose (Schleicher-Schuell. BA85)-Whatman 3MM Papier in 

50 einer Biorad-Transferapparatur in 1x Transferpuffer zwei Stunden einer Spannung von 150 V (Stromstarke 
1000 mA) unter Kuhlung ausgesetzt. Das Nitrozellulosefilter wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur in 50 ml 
Blocklosung behandelt. Das Filter wurde drei Stunden in 5 ml Blocklosung / 1:1000 verdOnntes Rabbit-Anti- 
Vac-Antiserum inkubiert und anschliefiend 30 Minuten in Flieflwasser.sowie dreimal 15 Minuten in PBS / 1% 
Tween 20 (Merck-Schuchardt # 822184) gewaschen. Das Filter wurde in 20 ml Blockiasung mit einer 

55 1:2000 VerdOnnung des Anti-Rabbit IgG (Fc) alkaline phosphatase conjugate (Promega-ProtoBlot Immu- 
noscreening System) drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde wie oben in Flieflwasser und 
PBS / 1% Tween 20 gewaschen. Der Nachweis des gebundenen Antikdrper-alkalische Phosphatase- 
Konjugates erfolgte durch eine Farbreaktion (Promega-ProtoBlot Immunoscreening System). 66 ul NBT (50 



25 
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mg/ml Nitro-blue-tetrazolium in 70% Dimethylformamid) und 33 uf BCIP (50 mg/ml 5«Bromo-4-chloro-3- 
indolyl-phosphat in Dimethylformamid) wurden in 10 ml alkalische*Phosphatase-Puffer gelost Das Nitrozel- 
lufosefilter wurde bis zur Farbentwicklung in dieser Losung inkubiert und anschlieBend 30 Minuten mit 
FlieSwasser gewaschen. Das Filter wurde getrocknet und in Plastikfolie eingeschweiflt. 

In Figur 19 ist das Resultat wiedergegeben. " + Phosphat" ist die Kontrolie ohne Expression, 
Phosphar zeigt die Expression von Vac-alfa (Kion HB101/pRH29l) bzw. Vac-beta (K!on HB101/pRH292) 
Protein unter der Kontrolie des alkalischen Phosphatase Promotors. Sowohl Vac-alfa als auch Vac-beta 
Protein sind bereits auf dem gefarbten Gel zu erkennen. Die gebildete Menge an Vac-Proteinen betragt 
uberraschenderweise mindestens 20 mg/I/OD600nm Bakterienkultur. 

Der Westernbfot zeigt deutlich die angefarbfe Vac-aifa Bande. Zusatzlich sind einige Proteine niedrige- 
ren Molekulargewichts im Bereich bis 30 kD erkennbar, die moglicherweise durch proteolytische Spaitung 
am N-und/oder C-Terminus des Vac-alfa Proteins entstanden sind. Auffallig ist auflerdem ein durch das 
Antiserum erkanntes Protein im Bereich kleiner 20 kD, das eventuell ein durch Proteolyse entstandenes 
Hafbmofekul des Vac-aifa Proteins darsteilen konnte. Oberraschenderweise wurde auch Vac-beta durch das 
Anti-Vac-Antiserum erkannt. Da diese Bande wesentlich schwacher als die Vac-alfa Bande gefarbt ist. 
andererseits aber die Vac-beta Bande im Coomassie Blau gefarbten Gel in ihrer Intensity dem Vac-alfa 
entspricht, ist daraus zu schlieflen. da0 die Erkennung des Vac-beta Proteins durch das Anti-Vac-Antiserum 
wesentlich schlechter als jene des Vac-alfa Proteins erfolgt. 

Beispiel 8 



Reinigung von rekombinationem VAC-alpha 

Ausgangsmaterial: E.coli HBl01/pRH 291, 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70* C eingefroren worden. 

a) Zell Homogenisierung und Extraktion 

103,5g gefrorener Zellkuchen wurde in 500 ml eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM TRIS/HCI, 50 mM EDTA 
und 200 mM NaCI. pH 7,5) suspendiert und mit einem Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstorung von 
Klumpen behandelt Die Suspension wurde danach 3-mai durch eine Manton-Gaulirv Presse bei 6.000 psi 
gefuhrt. Zuletzt wurde die Presse mit 300 mi Lyse-Puffer gespQIt Zur homogenisierten Suspension wurde 
langsam eine 5%ige Losung PEI (Polyethylenimin, Molekulargewicht 30.000-40.000), das mit 5 N HCl auf 
pH8 eingestellt worden war. bis zu einer Endkonzentration von 0.5% PEI. hinzugefOgt. Nach 30-minOtigem 
ROhren in einem Eisbad wurde die Losung bei 9.000 g. 60 min. und 4*C unter Verwendung einer 
Beckmann J2-21 Zentrifuge geklSrt (roher Extrakt). 

b) Ammoniumsulfat Fraktinierung: 

Festes Ammoniumsulfat wurde langsam zum geruhrten rohen Extrakt bis zu einer Sattigung von 30% 
(176 g/l) gegeben. Der Niederschiag wurde nach einer Nacht fm KUhlraum entfernt. Der klare Oberstand 
wurde langsam bis zu einer Sattigung von 65% mit festem Ammoniumsulfat versetzt (235 g/I Oberstand) 
und zwei Stunden gerGhrt Das Prazipitat wurde dann durch Zentrifugation bei 10.000 g 30 min bei 4* C 
gesammelt Es wurde in 500 ml 20 mM TRIS/HGI + 50 nM NaCI. pH 7.4 gelost und gegen denselben 
Puffer so lange dialysiert. bis alles Ammoniumsulfat entfernt worden war (bestimmt durch das Ausbleiben 
einer BaSO^-Bildung nach Zugabe von BaCI 2 zum Dialysat). 

c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

Das Dialysat wurdd durch Zentrifugation geklSrt und auf eine 160 ml DEAE-FF-Sepharose-Kolonne 
(Pharmacia), die mit 20 mM TRIS/HCI + 60 mM NaCI pK 7.4 equilibriert worden war r aufgetragen. Sobald 
der OD 280 nm des Eluates den Puffer-Level erreichte. wurde ein Gradient von 50 - 500 mM NaCI in 20 mM 
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TRIS/HCI pH 7,4 gefahren (insgesamt 10 Kolonnen-Volumina des linearen Gradienten). 

Das Eluat wurde bei OD 28 onm kontrolliert und durch SDS-PAGE und Western Blot, unter Verwendung 
eines Kan inchen- Antiserums gegen Placenta- VAC hergestellt, wie fUr das Rinder-VAC in der EPA 0 181 465 
beschrieben, und eines Schweine Anti-Kaninchen IgG gekuppelt an alkalischer Phosphatase, analysiert. 
VAC-enthaltende Fraktionen wurden gesammelt, wobei einige Fraktionen am Ende des Hauptpeaks verwor- 
fen wurden. Der VAC-Pool wurde unter Verwendung einer AMICON Ultraftltrationszelle und eines PM 10- 
Typ Ultrafiiters konzentriert. 



d) Chromatographie an Sephacryl S-200 "High Resolution" 

Eine Pharmacia K 26/100 Kolone (500 ml) wurde mit Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) beladen und mit 
20 mM Bis-TRIS/HCI + 100 mM NaCI pH 6,3 bei einer Durchflul3rate von 15-20 ml/Stunde equilibriert. 6-15 
ml Aliquots des konzentrierten DEAE-FF-Sepharose-Pools (total 87,4 ml) und anschlieflend der Bis-TRIS- 
Puffer (s.o.) wurden auf die SSuIe aufgetragen. Das Eluat wurde bei OD 280 nm Uberwacht. Der VAC 
reprasentierende Peak war der letzte auffallige Peak des UV-Profils wie durch SDS-PAGE und Western 
Blots von Aliquots gezeigt werden konnte. Er wurde gesammelt, die Pools aller Versuche vereinigt 
(insgesamt 7) und gegen 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 dialysiert 



e) Chromatographie an einer Q-SEPHAROSE-FAST-FLOW 

Eine 40 ml Kolonne (K 16/20) einer Q-Sepharose-Fast-FIow (Pharmacia) wurde an das FPLC-System 
(Pharmacia) angeschlossen und mit 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 equilibriert. Der dialysierte VAC-Pool 
wurde auf die SMule aufgetragen und so lange mit 20 mM BIS-TRIS gewaschen, bis der OD 2 8 0 nm des 
Eluates wieder den Puffer-Level erreicht hatte. Eine NaCI-Gradient in 20 mM Bis-TRIS/HCI pH 6,3 wurde 
zur Eiution verwendet 

0-105 nM NaCI in 1 Kotonnen-Volumen ( 40 ml) 
105-245 nM NaCI in 20 Kolonnen-Volumen (800 ml) 
245-350 mM NaCI in 2 Kolonnen-Volumen ( 80 ml) 

VAC donnte im letzten prominenten Peak des UV-Profils identifiziert werden, der bei ungefMhr 0.14 M NaCI 
eluierte. Die Reinheit wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot, Reverse HPLC und isoelektrischer Fokussie- 
rung bestimmt. Der VAC-Pool wurde bei -20 "C aufbewahrt 



Beispiei 9 



Vergleich Rekombinantes/natOrliches VACa 



Verwendete Methoden: 

a) Gelpermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) N-terminale Sequenzierung 

d) Tryptic Peptid Map 

e) SDS-Gelelektrophorese 

f) Western Blot 

g) Isoelektrische Fokussierung 

FOr den Vergleich wurde einerseits natCJrliches VAC, andererseits rekombinantes VAC-alfa verwendet. 
Im folgenden werden die Versuchsbedingungen ftir die einzelnen Analysenmethoden beschrieben. 
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a) Gelpermeations-HPLG 

Saule Waters Protein Pak I 125, 2 x (7,8 x 300 mm), 10 urn Teilchendurchmesser 
Eluens: 0,5 M Na 2 S0 4 , 0,02 M NaHaPO*. pH 7,0, 0,04% Tween 20. 25% Propylenglykol 
5 Flufl: 0,5 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm 

Die Chromatagramme von naturlichem und rekombinatem VAC-alfa zeigen den Hauptpeak des VAC- 
Monomeren bei einem Molekulargewicht von 34.000 bzw. 33.000. Daneben gibt es jeweils einen geringen 
w Anteii von fritter efuierendem Dimeren des VAC. Die Eichung der Molekulargewichtsskala erfolgte Gber A 
Standardproteine. Die Saule trennt strong genommen natch Molekulgrofle und nicht nach Molekulargewicht 

b) Reverse Phase HPLC h 

Saule: Bakerbond WP Cia. 4,6 x 250, 5 urn Teilchifldurchmesser, 30 nm Porendurchmesser 
Eluens A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser 
Eluens B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitri! 
Gradient: 20% B fQr 2 min. 20 - 68% B in 24 min, 
20 68% B fur 10 min, 6&- 20% B in 1 min 
Flufl: 1 ,0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 



Die Chromatogramme von natOrirchem und rekombinatem VAC zeigen fur VAC eine Retentionszeit von 
etwa 29 min. Die daneben vorliegenden sehr kleinen F^aks sind nur zum Teii Verunreinigungen der VAC- 
Probe. AHe mit BW gekennzeichneten Peaks stammen aus dem Biindwert der Saule. 



30 c) N-terminale Sequenzierung 

Sequenziert wurde ein uber Reverse Phase HPLC entsalzter Peak von rekombinationem VAC-alfa. Die 
Sequenzierung erfolgte mit einem Gasphasen sequenator der Firma Applied Biosystems (Model! 470A) mit 
dem Programm 40APTH. Die Probe wurde in 50 ul\ 70% HCOOH gelost Am Sequenator wurden 2 x 25 ul 
35 aufgetragen. Mit einer Ausgangsmenge von 2,3 nMol konnte bis zur Aminosaure 39 sequenziert warden. Es 
wurde 100%ige Obereinstimmung mit der erwarteten Sequenz (aus natOrlichem Protien und cDNA) 
gefunden. Zusatzliches N-terminales Met konnte nicht nachgewiesen werden (S 1%). Der N-Terminus Ifegt 
bei rekombinantem VAC-alfa frei und nicht blockiert vor wie bei naturlichem VAC. 

40 

d) Tryptic Peptid Map 

Verglichen wurden naturliches VAC und rekombinantes VAC-alfa. Aus beiden Proben wurde VAC Qber 
Reverse Phase HPLC entsalzt, getrocknet und in 0,1% NH4HCO3 gelSst Fur die Spaltung wurden 4 
45 Gewichts% Trypsin (Worthington, TPCK behandelt, gelost zu je 1 mg/ml in Wasser) zugesetzt, nach 6 
Stunden inkubation bei 37 "C nochmals 4 Gewichts% Trypsin. Nach weiterer Inkubation uber Nacht wurden 
die entstandenen Peptide Ober Reverse Phase HPLC getrennt Die beiiiegenden Chromatogramme (214 nm 
und 280 nm) zeigen ein praktisch identisches Peptidmuster. 

Saule: Water uBondapak Ci 8 , 3,8 x 300 mm, 10 mm Teilchendurchmesser 10 nm Porendurchmesser 
so Eluens A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wasser 
Eluens B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitrill 

Gradient: 0 - 55% B in 55 min, 55% B fQr 15 min, 55 - 0% B in 1 min 
Flufl: 1 ,0 ml/min 

Detektion: UV-Absorption, 214 nm und 280 nm 
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e) SDS-Gelelektrophorese 

SDS-Gelelektrophorese wurde weitgehend nach der Originalvorschrift von U.K. Laemmli durchgefOhrt 
(Natur 227, 680-685 (1979)). Die Silberfarbung erfolgte nach der Methode von Oakley (Anal. Biochem. 105 , 
361-363 (1980)). Das erste Gel zeigt einen Vergleich zwlschen natGrlichem und rekombinantem VAC-alfa. 
Der Gehalt an dimerem VAC wurde durch Scannen mit einem Laserdensitometer quantifiziert und betrug 
2% beim natOrlichen und 4% belm rekomblnantenm VAC. Das zweite Gel zeigt nur rekombinantes VAC- 
alfa, aufgetragen mit und ohne DTT (Dithiothreitol, Reduktionsmittel). Daraus ist ersichtlich, dafl das SDS- 
stabile Dimere offensichtlich uber Disulfidbrilcken gebunden ist, die mit DTT reduziert werden konnen. 

Stammlosungen der Reagenzien 



15% Ammonium-persulfat-Losung (APS) 

150 mg Ammonium-persulfat werden in 1 ml dest. Wasser gelost 

20 30% Acrvlamid + 0,8% Bis Acrylamid 

Acrylamid Bis-acrylamid Wasser auf 



15 g 0,4 g 50 ml 

30 g 0,8 g 100 ml 

45 g 1,2 g 150 ml 

Das Acrylamid wird in dem entsprechenden Wasservolumen gelSst und vor der Verwendung filtriert. 



Trenngel-Puffer 

1 ,5 M TRIS-HCL, 0,4% SDS (Sodium-dodecylsulfat), pH 8,8 
18,16 g TRIS + 0,4 g SDS mit konz. HCI auf pH 8.8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffUllen. 



Stackinogel-Puffer 

0,5 M TRIS-HCI, 0.4% SDS, pH 6,8 
6,04 g TRIS + 0,4 g SDS mit konz. HCI auf pH + 6.8 
einstellen und mit dest. Wasser auf 100 ml auffUllen. 



Lauf puffer 

25 mM TRIS, 192 mM Glycin. 0.1% SDS, 0,005% Na-azid pH 8,5 12 g TRIS + 57,6 Glycin + 4 g SDS 
+ 0.2 g Natriumazid werden in ca. 3,5 1 dest. Wasser gelost, auf pH 8,5 eingestellt und auf 4,0 I aufgefCtllt. 
Es empfiehlt sich die Leitfahigkeit des neuen Laufpuffers mit den vorhergehenden Chargen zu vergleichen. 

0,05% Coomassie-Blue-Farbetosung 

0,55 g Coomassie Brillant Blue R 850 werden in 500 ml Methanol ge!5st. 30 min gerQhrt und filtriert. 
Dazu gibt man 100 ml Eisessig und 500 ml dest. Wasser. 
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Entfarbelosung 

a) Manuelies EntfSrben 

Die Entfarbelosung entspricht der Farbelosung ohne Farbstoff: 500 ml Methanol + 500 ml dest Wasser + 
5 100 ml Eisessig 

b) Elektrophoretisches Entfarben In 7,5% Esslgsaure 



4 SDS Auftragepuffer (ca. 1 Monat haitbar) 



Farbstoffkonzentrat 

is Bromphenolblau 50 mg 
Glycerin 0,5 ml 
Wasser (dest) auf 10 ml 
Die Losung ist ca. 3 Monate haitbar. 



Auftragepuffer: 

Farbstoffkonzentrat 0,4 ml 
25 SDS 0,8 g 
Glycerin 4 g 

Wasser (dest.) auf 10 ml 



30 

1 x SDS Auftragepuffer 

VerdGnnung 1:4 des 4 x SDS Auftragepuffers mit dest. Wasser. 



40 

Reagenzien 



45 Destatner: 

Ethanot 200 ml 
Essigsaure (cone.) 62,5 ml 
Dest. Wasser auf 1000 ml 



10 



20 



35 



Silberfarbung nach Oakley 



so 



55 
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10% Glutardialdehyd-Losung: 

25% Glutardialdehyd-Ldsung 20 ml bzw. 40 ml 
Dest. Wasser auf 50 mi bzw. 100 ml 



Die Losung mu/3 im KGhlschrank aufbewahrt werden. 



10 0,1 N ammoniakalische Silberiosung: 

Erst direkt vor Gebrauch herstellen: 
0.1 N Silbernitrat (16,9 g/l) 23 ml 46 ml 
25% Ammonialklosung 0.95 ml 1,9 ml 
is 0.36% Natriumhydroxid (1.8 g/0,5 I) 10,5 ml 21 ml 
dest Wasser auf 50 ml 100 ml 



20 Entwickler-L5sung 

Unmittelbar vor Gebrauch herstellen: 
0.5% Citronensaure (1.25 g/25Q ml) 5 ml 
dest. Wasser 1 I 
25 37% Formaldehyd 1 ml 



EntfSrbe-Losung (Photo-Fixierer): 

30 

Kodak-Fixlerer (Photolabor) Verdunnung 1 :4 mit dest. Wasser. Die VerdOnnung 1st mehrfach verwend- 
bar, jedoch nimmt die Dauer des Entfarbens nach haufigerer Verwendung zu. 

35 2% Glycerin-Losung: 

23 g Glycerin 87% in 1 I dest. Wasser 



40 

Durchfuhrung der Silberfarbung nach Oakley 

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel an einer Ecke markiert und durchlief danach folgende 
Farbeschrltte Im Schuttler: - 30 min Im Destainer-Bad 
45 - 30 mln in 20% Glutardialdehyd-Losung (50 ml) 

- 30 min in flie/tendem Wasser Oder Qber Nacht in ca. 2 I Wasser 

- 10 min in ammoniakalischer Silberiosung (50 ml) 

- 3 min in flie/3endem Wasser 

- ca. 5 min in Entwickler-Losung 

50 

Der Entwicklungsvorgang wurde nicht nach einer exakten Zeitdauer beendet, sondem dann, wenn die 
Banden ausreichend gefarbt waren oder spMtestens wenn sich der Hintergrund zu fSrben begann. Gestoppt 
wurde die Entwicklung durch 

- 30 min WSssern der Gele (in einer Wanne Oder unter Flieflwasser) 

55 Die Entwicklung dauerte auch noch an, wenn das Gel bereits im Wasser war! (Diffusionszeit). 
Das Entfarben des Gels war nur dann erforderlich. wenn der Hintergrund zu stark gefSrbt war! 

- ca. 5-10 min in Kodak-Fixierer, bis ein optimaler Kontrast zwischen den Banden und dem Hintergrund 



45 
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t 

erreicht war. Achtung! Das Entfarben erfolgte auch noch nach unmittelbarem Abstoppen In flieflendem 
Wasser (Diffusionszeit). 
• 30 min in 2% Glycerin-Losung 

Danach konnte das Gel auf RJterpapier bei 80* C 1 Std. getrocknet werden. 

f) Western Blot 

Der immunologische Nachweis erfolgte ftk VAC mit rabbit anti VAC serum (1:1000 verdunnt) und mit 
to swine anti rabbit JgG (1:500 verdunnt), das mit Aikalischer Phosphatase konjugiert ist. Zum Nachweis der 
Enzymaktivitat der Alkalischen Phosphatase wurden die Substrate BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indoIyl-phos- 
phat) und NBT (Nitro Blue Tetrazolium) eingesetzt. Die vergleichende Proternfarbung auf der Nitrocellulose 
erfolgte mit Amtdoschwarz, 



Western-blotting im semi-dry Verfahren 



20 1. Materialien: 

Semy-dry Electroblotter (Fa. Sartorius) SM 175 56; Rlterpapier in der Grofle des zu blottenden Gels; 
Nitrocellulose-Membran (Porengrofle 0,45 mm) in Geigrofle: 

25- 

Reagenzien 



Anodenpuffer 1: pH 10,4 

0,3 M TRIS 3.63 g/80 ml 
20% Methanof 20 ml 

35 



Anodenpuffer 2: pH 10,4 

40 25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 
20% Methanol 20 ml 



46 Kathodenpuffen pH 9,4 

25 mM TRIS 0,3 g/80 ml 

40 mM €-Aminocapronsaure 0,52 g/80 ml (MW 131,3) 
20% Methanol 20 ml 



Amidoschwarz^Protein-Farbemedium 

55 0,5% (w/v) Amidoschwarz 0,5 g in 40 ml 
50% Methanol 50 ml 
10% Essigsaure 10 ml 
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Entf arber 

Methanol - Wasser - EssigsSure 
5 5 1 



PBS (Phosphate buffered saline) 10 x Konzentrat pH 7.2 

10 

136 mM Natriumchlorid 80 g 
26 mM Kaliumchlorid 2 g 
80 mM di-Natrtumhydrogenphosphat 11 ,3 g 
(80 mM di-Natriumhydrogenphosphat .12H 2 0 28,7 g) 
r5 14 mM Kalium-dihydrogenphosphat 2 g 
mit dest. Wasser auffullen auf 1 I 
vor Gebrauch 1/10 verdUnnen !!! 



20 

Blocking Puffer: 
1% BSA 

0,1% Tween 20. 
25 in 1 x PBS 



Waschpuffer: 

oo 

1 x PBS 

1 x PBS + 0.1 % Tween 20 
1 x PBS 

35 

Farbepuffer fur Alkalische Phosphatase-FSrbung: 
pH 9,9 

40 100mMTRIS 1,22 g 

100 mM Natriumchlorid 0,58 g 

5 mM Magnesiumchlorid. 6H2O 0,10 g 

mit dest. Wasser auffQHen auf 100 ml 

45 

NBT (Nitro-Blue Tetrazolium) - Losung 

50 mg NBT (Fa. Sigma N-6876)/ml 70% Dimethylformamid 

50 

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat) - Losung 
55 50 mg BCIP (Fa. Sigma B-8503)/ml in 100% Dimethylformamid 
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Farbemedium fQr Alkafische Phosphatase 

Farbungspuffer 10 ml 
BCfP 0,033 ml 
5 NBT 0,065 ml 

Antik5rperreagenzten: 
w Rabbit anti VAC-Serum mit alkalischer Phosphatase konjugiert 

3. Durchfuhrung des Blots 

is Das Blotten erfolgte bei 0,8 mA/cm 2 Gelflache Gber 60 min 

4. Nachweis der Proteine auf der Nitrocellulose-Membran 



4.1. ProteinfSrbung mit Amidoschwarz 

Der fOr die Proteinfarbung vorgesehene Anteil der Nitrocellulose-Membran wurde abgeschnitten und 5 
25 Minuten in Amidoschwarz-FarbelQsung gelegt, Danach wurde die mehrfach verwendbare FSrbelosung 
abgegossen und GberschUssige Farbelosung von der Nitrocellulose-Membran mit Wasser abgespUlt. 



4.2 Immunologischer Nachweis 

30 



4.2.1 Blockierung der NitroceHuiose-Membran 

35 Vor dem immunologischen Nachweis wurde die Nitrocellulose-Membran mindestens 6Q min (Oder auch 
Gber Nacht) mit 1% BSA in 1 xPBS mit 0,1% Tween 20 blockiert. 



4.2.2. Nachweis mit Enzym-markierten Antikorpern 



Nach dem Blockieren wurde die Nitrocellulose-Membran mit rabbit anti VAC Serum (in geeigneter 
Verdunnung in Blockierungsmedium) 60 min inkubiert. 

Danach wurde 3x gewaschen: 1x PBS, PBS mit 0.1% Tween, 20,1 x PBS. Darauf erfolgte die 
Inkubation der Membran mit swine anti rabbit igG, das mit Alkalischer Phosphatase konjugiert war (ebenso 
45 in einer geeigneten Verdunnung in Blockierungsmedium uber 60 min). Danach wurde erneut 3x mit PBS 
gewaschen wie oben angegeben. 

4.2.3 Enzymatische Farbung des Blots 



Die Nitrocellulose-Membran wurde in Farbemedium geiegt (fur ein Minigel reichten 10 ml aus) und im 
SchUttler langsam bewegt, bis sich eine ausreichende Anfarbung der Banden zeigte. Die Farbung wurde 
durch Auswaschen des Farbemediums mit Wasser beendet, danach die Nitrocellulose-Membran an der Luft 
getrocknet. 



20 
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5. Bewertung des Western-Blots 

Die immunologisch/enzymatisch nachgewiesenen Banden des Blots wurden mit den Banden der 
Proteinfarbung des Blots und auch mit dem entsprechenden Bandenmuster der SDS-Elektrophorese 
5 verglichen und einander zugeordnet. 

^ 7. Isoelektrische Fokussierung 

10 Der isoelektrische Punkt (pi) fur rekombinantes VAC-alfa liegt mit 4,9 um 0,1 pH-Einheiten h6her als fGr 
natGrltches VAC (4,8). 



PolyacrylamidgeHsoeiektrische Fokussierung (PAG IF oder IEF) 



Material und Reagenzien 

20 Polyacrylamidgelplatten fOr Isoelektrische Fokussierung auf Folie aufpolymerisiert. (LKB - "PAGplate", 
SERVA - "Servalyt Precotes") 



Elektrodenlosungen fur die jeweiligen pH-Bereiche: 

25 

pH 3,5-9,5 (LKB-PAGplate) 
Anodenlosung: 1 M Phosphorsaure 
Kathodenlosung: 1 M Natronlauge 

ph 5.5-8.5 (LKB-PAGplate) 
30 Anodenlosung: 0,4 M HEPES (mit Na-azid) 
Kathodenlosung: 0,1 M NaOH 

pH 4,0-6,5 (LKB-PAGplate) 
Anodenlosung: 0,5 M Phosphorsaure + 0,1 M Glutaminsaure 
Kathodenlosung: 0,1 M Beta-Alanin (mit Na-azid) 

35 

pH 3,5-9,5 (SERVALYT-Precotes) 
Anodenlosung: 25 mM Asparaginsaure + 25 mM Glutaminsaure 
Kathodenlosung: 2 M Ethylendiamin + 25 mM Arginin Base + 37,5 mM Lysin Base 

40 Kuhlvermittler: Kerosin (Fa. SERVA) 
Fixierlosung: 

10% Trichloressigsaure (TCA) mit 5% SulfosalicyisMure 
0,05% Coomassie Blue Farbeiosung 

Entfarber: 500 ml Methanol + 500 ml Wasser + 100 ml Eisessig 



Proben: 

Die Proben sollen salzarm oder besser noch salzfrei sein. Hdhere Salzkonzentration mQssen vor der 
so IEF gegen ca. 5-10 mM Puffer oder Wasser dialysiert werden. NaCI kann jedoch bis zu 100 mM enthalten 
sein, ohne da/3 die Lauffronten gestort werden. 



55 



Fixierung des lEF-Gels vor ProteinfSrbung 

Das Gel wurde ca. 20 min in die Fixierlosung gelegt jedoch ohne dabei zu schUtteln! (Es loste sich 
dabei leicht von der Folie ab) Danach wurde 5 min gewMssert. 
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Proteinfarbung der lEF-Gele mit Coomassie Blue 

Die fixferten Gele wurden ca. 2 Std. in Farbelosung gelegt und dabei nur sehr leicht bewegt. 

Entfarben der lEF-Gele 



Nach der Farbung wurde die uberschussige Farbelosung mit Wasser abgespult und durch h^ufiges 
Wechseln des Entfarbers das Gel entfarbt Nach ausreichendem Entfarben wurde das Gel wieder gewSs- 
io sert, bis der EntfSrber ausgewaschen war. 

Trocknen der lEF-Gele 

is Die Gele wurden auf eine nasse. wasserdurchlassige Klarsichtfolie Oder Dialysemembrarr gefegt, mit 
der wasserundurchlassigen Seite nach oben und 1 Std. bei 80* C getrocknet 



Beispiel 10 



Biofogische Aktivitat von rekombinantem VAC 



A. Modifizierter Prothrombin Zeit Test (s.EPA 0 181 465) 

Zitriertes r PISttchen freies Plasma (PFP) wurde in An- oder Abwesenheit von rekombinantem VAC (r- 
3or VAC) oder naturlichem VAC zwei Minuten bei 37* C gerdhrt. Nach der Inkubation wurde eine Losung aus 
brain tissue factor und Ca* + zugegeben. Die Fibrinbildung wurde beobachtet, die Gerinnungszeit optisch 
registriert. Die Ergebnisse sind in Fig. 33 dargestellt und belegen, daB r-VAC und VAC die Ftbrinbildung 
dosisabhangig inhibieren. Die spezifischen Aktivitaten des r-VAC und des VAC bewegen sich in derselben 
Groflenordnung. 

35 

B. Thrombin Zeit Test (s. EPA 01 181 465) 

Zitriertes PFP wurde in An- oder Abwesenheit von r-VAC oder VAC zwei Minuten bei 37* C geruhrt. 
40 Nach der inkubation wurde Thrombin und Ca* zugegeben. Die Fibrinbildung wurde optisch beobachtet 
Sowohl r-VAC als auch VAC inhibieren nicht die Thrombin-induzierte Rbrinbildung wie aus Fig, 34 zu 
entnehmen ist. Fofglich inhibieren sowohl r-VAC als auch VAC die Thrombinbildung, nicht jedoch die 
Thrombinwirkung. 



C- Faktor Xa-Bildung in Gewebefaktor-aktiviertem Plasma (s. EPA 0 181 465) 



Zitriertes PFP wurde in An- oder Abwesenheit von r-VAC Oder VAC zwei Minuten bei 37* C gerQhrt An- 
schHetfend wurde eine Losung von "brain tissue factor" und Ca** zum PFP gegeben, urn so die 
so Koagulation in Gang zu setzen. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen und in einem Puffer 
1000fach verdUnnt 10 ixl dieser Losung wurden zu 40 ul einer Mischung, die die nachfolgenden 
Komponenten des Prothrombinase-Komplexes enthielten, zugegeben. 

0,6 nM Faktor Va 

55 50 urn Phospholipide (80% Dioleoyl-phospatidylchoIin/20% Dioleoyl-phosphatidylserin). 
1 ,0 urn Prothrombin 

Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten wurde der Anteil an aktiviertem Prothrombin durch die 

50 
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amidolytische Aktivitat unter Verwendung des chromogenen Substrats S 2238 beurteilt. Die Menge an 
amidolytischer Aktivitat, die so gemessen wurde, ist der Menge an aktivem Faktor X a in dem PFP direkt 
proportionai. 

Nach 1000-facher Verdunnung bei Anwesenheit von VAC in dem PFP konnte keine Auswirkung auf die 
Prothrombin-Aktivierung beobachtet werden. 

Eine typische Faktor X a -Bildungskurve und die Auswirkungen von r-VAC und VAC sind in Fig. 35 
dargestellt. Durch diese Ergebnisse kann festgestelit werden, da/3 r-VAC die Gewebefaktorinduzierte Faktor 
X-Aktivierung im Piasma, in dosisabhangiger Weise wie VAC inhibiert. 

Die Ergebnisse zeigen weiterhin indirekt, dafl sowoh! r-VAC ais auch VAC den Faktor X a direkt nicht in 
einer zeitabhangigen Weise inaktivieren. Diese Aussage kann aus der Form der Kurve hergeleitet werden. 
Nachdem ein Maximum erreicht ist, beginnt die Menge an aktivem Faktor X a in dem PFP, einer Kinetik 
Pseudo 1. Ordnung folgend, absunehmen. Diese Abnahme resuitiert vermutlich aus der inaktivierung des 
Faktors X a durch Antithrombin III. Die Geschwindigkeitskonstante Pseudo 1. Ordnung, die aus diesen Daten 
berechnet wurde, betragt ca. 0,25 min~ 1 und andert sich nicht bei Abwesenheit von r-VAC und VAC. 

Diese Daten beiegen eindeutig, dafl r-VAC VAC-Aktivitat zeigt. Obwohl die spezifische Aktivrtat von r- 
VAC in diesem Koagulationstest identisch ist mit der von VAC und obwohl r-VAC Faktor X a und Thrombin 
direkt nicht inaktiviert, wurden zusatzlich noch Untersuchungen zur r-VAC-Bindung an Phospholipide 
durchgefuhrt, um zweifeisfrei die Zugehorigkeit der VAC-Aktivitat zum r-VAC zu demonstrieren. 

Die Bindung von r-VAC und VAC an eine Phospholipid-Doppelschicht, die aus Dioleoyiphosphatidyicho- 
lin und Dioieoylphosphatidylserin (80%/20%) besteht, wurde durch Verwendung eines automatischen 
Ellipsometers bestimmt. Dies Verfahren wurde von Cuypers et ai. in J. Biol. Chem. 258 (1983), 2426-2431 
beschrieben. 

Ein typisches Ergebnis dieser Studie gibt Fig. 36 wieder. Sowohi r-VAC als auch VAC zeigen identische 
Bindungskinetik an die Doppelschicht. wenn sie in einer Konzentration von 1 ug VAC/ ml dieser Doppel- 
schicht zugesetzt wurden. Die Bindung erfolgt in Anwesenheit von Ca 2 * und ist, wie durch die Zugabe von 
EDTA gezeigt werden konnte, reversibel. 

Zusammenfassend kann festgestelit werden, dafl r-VAC biologisch aktiv ist und von natOrlichem VAC 
nicht zu unterscheiden ist. 



Konstruktion Tetracyclin-resistenter VAC-alpha und VAC-beta Expressionsvektoren (pGN25, 
pGN26) 

1 ug pAT163 wurde in 50 ul Losung mit EcoRI geschnitten. Die Enzymaktivitat wurde durch Erhitzen 
auf 70 "C zerstort, und die uberhangenden Enden durch Zusatz von DNA-Polymerase l/Klenow Fragment 
(PoilK) (5 units) und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten (je 20 uM Endkonzentration) in einer fill in 
Reaktion begradigt. Nach Erhitzen auf 70* C zur Zerstorung der PollK Aktivitat wurde die DNA mit Athanol 
ausgefallt. Die linearisierte DNA wurde in 50 ul mit Pvul nachgeschnitten. 

pRH29l bzw. pRH292 wurden zunachst mit Sphl linearisiert und das 3' Oberhangende Ende durch die 3' 
exonukleolytische Aktivrtat der PollK in Gegenwart von dGTP abgebaut Nach Fallen der DNAs wurden 
diese mit Pvul nachgeschnitten. Die Fragmente aus alien drei Verdauen wurden auf einem Agarosegei 
getrennt und die entsprechenden Fragmente eluiert (pAT153: 3032 bp, pRH291: 1987 bp, pRH292: 2607 
bp). 50 ng pAT153 Fragment wurden mit 50 ng pRH291 bzw. pRH 292 Fragment versetzt und in 10 ul 
ligiert. 100 ul kompetenter Exoii HB101 wurden mit 5 ui der Ligaselosung versetzt und transformiert Die 
Selektion erfolgte auf LB-Agar, der 100 ug/ml Ampiciliin enthielt. Von den entstandenen Klonen wurden 
eintge auf LB-Agar mit 12,5 ug/ml Tetracyclin ausgestrichen. Die darauf wachsenden Klone wurden zur 
Herstellung von Plasmid DNA verwendet Die in einer MiniprMparation hergestellte Plasmid-DNA wurde mit 
verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und so die Richtigkeit der Konstruktion OberprOft. Jeweils 
ein Klon wurde ausgewahlt und mit pGN25 (VAC-aipha) oder pGN26 (VAC-beta) bezeichnet. 

E.coli HB101/pGN25 bzw. HB1 01/26 wurden, wie in Beispiel 7 beschrieben, einer Fermentation 
unterzogen, wobei diesmal ansteile des Amiciliins 5 mg/l Tetracyclin in der Vorkultur verwendet wurden. 
Wahrend der Hauptfermentation wurden Aliquote entnommen und auf einem 15% Acrylamid/0,1% SDS Gel 
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S^f f SU ° ht ES WUfde kein Unters chied zu den Fermentationen von Exoli HB101/pRH291 bzw. 
ni o * • i fest 9 estellt Aus der Biomasse der Fermentation wurde VAC-alpha und VAC-beta gereinigt. 
D.e Proteinanalyse ergab ebenfalls keinen Unterschied zu den entsprechenden rekombinanten Proteinen 
aus den Fermentationen der Klone HB101/pRH29l und HB101/292. 



Beispiel 12 



Reiniguno von rekombinantem VAC-fl 

Ausgangsmaterial: Ecoli HB101/pRH 292. 
Die Zellen waren zentrifugiert und bei -70 * C eingefroren worden. 



a) Zell Homogenisierung und Extraktion 



^ ™« 9 98frorener Zel'kuchen wurde in 500 ml eiskaltem Lyse-Puffer (100 mM TRIS/HCI. 50 mM EDTA 
so und 200 mM NaCI, pH 7,5) suspendiert und mit einem Ultra-Turrax (5 kurze Impulse) zur Zerstfirung von 
Klumpen behandelt Die Suspension wurde danach 3-mal durch eine Manton-Gaulin Presse be! 6.000 psi 
?J™? • " let5 l wurde die Presse mit 300 ml Lyse-Puffer gespOlt. Zur homogenisierten Suspension wurde 
langsam eine 5%ige LSsung PEI (Polyethylenimin, Molekulargewicht 30.000-40.000), das mit 5 N HCI auf 
hntl '" 9estem worde " war - b,s zu einer Endkonzentration von 0,5% PEI. hinzugefugt Nach 30-miniitigem 

ZT f'" e ( m , E ' Sbad WUrde die LSsun9 bei 9000 9' 60 min - und 4 *C unter Verwendung einer 
Beckmann J2-21 Zentrifuge geklSrt (roher Extrakt). 



b) Chromatographie an Silica 

Silica Cataylst Carrier. Grade 953W (Grace GmbH. Worms. BRD) wurde in d estilliertem Wasser geklSrt 
und en e.ne Chromatographiesaule von 5 cm Durchmesser und 20 cm Hone gefullt. Nach Aquilibrierung mit 
Lys-Puffer wurde der rone Extrakt auf die Saule aufgetragen und mit 3 I Lys-Puffer gewaschen. VAC-0 
wurde mit einem Lineargradienten von Tetraethylammoniumchlorid In Lys-Puffer (0-1 M in 200 ml Puffer) 

kinJoH i ^^ e 'l de l E ! l,atS WUrd8n dUrCh SDS ' PAGE auf VAC* unter Verwendung von Referenz-Material 
kontrolliert. VAC-/3 enthaltende Fraktionen wurden gesammelt 

c) Chromatographie an DEAE-SEPHAROSE FAST FLOW 

mi n?ACKTf n Silica-Fraktionen wurden gegen 20 mM TRIS/HCI pH 8.4 dialysiert und auf eine 175 
? f ose - Kolonne < 26 * 330 mm. Pharmacia), die mit 20 mM TRIS/HCI pH 8.4 equilibriert 
JSE*"*' ™ gen ' ° ie K ° ,0nne wurde mit 500 ml P"ffert6sung gewaschen und VAC-/3 mit einem 
Z 7 ° mM NaC ' in 875 ml Puffer| Ssung (5 Kblonnen Volumen) eluiert. Das Eluat wurde bei 

1 U " d dUrCh SDS - PAGE - unter Verwendung eines Referenz-Materials analysiert. VAC-/3 
2I?2! d fn t ^°" e " wurden Sesammelt und unter Verwendung einer AMICON Ultrafiltrationszelle und 
eines PM 10-Typ Urtrafiiters konzentriert 

so d) Chromatographie an Sephacryl S-20O "High Resolution" 

20 m M™ a n 26 ; 1 °° K °! 0me (50 ° m,) wurde mit S P hacr y' S" 200 HR (Pharmacia) beladen und mit 
2L££ £ ? J°°£ M NaC ' PH 8 ' 4 bei einer °«"*«"*ate von 120 ml/Stunde equilibriert 4 ml 

55 HuZ^ ^T^", DEAE - FF - S «P.harose-Pools wurden auf die Saule aufgetragen und die Durch- 
SS o u , m,/stund ® ^duziert. Das Eluat wurde bei 280 nm tiberwacht. Der VAC-/J reprasentie- 
ntn^ J 1 r <% e ' n2 ! 9 w ! 83k dSS UV - Profi,s - & «urde gesammelt. wobei hochmolekulare Verunreini- 
Kr? , S ,m Uv - Proftl .detektierbar waren verworfen wurden. Das gereinigte VAC-/} wurde durch 
5DS-PAGE analysiert und bei -20 C aufbewahrt. 



30 



35 



40 



45 



52 



<EP 0293567A1_I_> 



EP 0 293 567 A1 



Tabelle: Reinigung von rekombinantem VAC-8 

Ausgangsntaterial: 100 g gefrorener Zellkuchen 



Volumen(ml) ma Protein/ml^ mq total 



'° ROHEXTRAKT 


810 


16,1 


13 


.040 


SILICA DURCHFLUSS 


2270^ 


0,35 




795 


VAC-beta SILICA POOL 


3 80 


5,0 


1 


.900 


VAC- beta DEAE-FF-POOL 
DEAE-FF-POOL KONZENTRAT 


120' 


2,6 




312 


■M 


58 




232 


VAC-beta SEPHACRYL-POOL 


33.5 


2,2 




74 



20 

X) 



Protein bestiramt durch BIO-RAD Protein Assay (Standard: 
bovine serum albumin}* 
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Analytik unci Charakterisierung von VAC-beta 

Als In Process Kontrolle zwischen den einzelnen Reinigungsschritten wurde die SDS-Geleiektrophorese 
verwendet. Die genaue DurchfUhrung dieser Analyse erfolgte gleich wie bei den Endkontrotten und ist dort 
beschrieben. Eine Serie der wShrend einer Reinigung erhaltenen SDS-Gele ist im Beispiel 12 (Reinigung 
von VAC-beta) enthalten. 

Als Endkontrollen und zur Charakterisierung pes gereinigten Proteins wurden die folgenden Methoden 
verwendet: 
^ a) Gelpermeations-HPLC 

b) Reverse Phase HPLC 

c) Aminosaureanalyse 

d) N-terminale Sequenzierung 

e) SDS-Gelelektrophorese - 
^ f) Isoelektrische Fokussierung 



a) Gelpermeations-HPLC 

SSule: Waters, Protein Pak I 125, 2 x (7,8 x 300 mm), 10 urn Teilchendurchmesser, Raumtemperatur 
Eluens: 0,5 m Na 2 S04. 0,02 M NaH 2 PO*. pH 7,0. 0,04% Tween 20, 25% Propylenglykol 
Fluflrate: 0,5 ml/min 

Detektion: UV- Absorption. 214 nm, 0,5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 40) von gerelnigtem VAC-beta zeigt den Hauptpeak des VAC-beta Monome- 
ren bei einem Molekulargewicht von 29.000, daneben ist eine geringe Menge dimeres VAC-beta (M etwa 
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50.000) nachweisbar. Oiese Werte fur das Molekulargewicht liegen relativ wait unterhalb des erwarteten 
Wertes (M 37.000). was wahrscheinlich darauf zurOckzufllhren ist, dafl die hier verwendete Gelpermeations- 
Saule nach der MolekQIgrffle bzw. -gestalt trennt und nicht nach dem Molekulargewicht 



b) Reverse Phase HPLC 

SSule: Bakerbond WP C, 8 , 4.6 x 250 mm. 5 urn Teiichendurchmesser. 30 nm Porendurchmesser 
to Raumtemperatur 

Eluens A: 0.1% TrifluoressigsSure in Wasser 

Eluens 8: 0,1% Trifuloressigsaure in Acetonitril 

Gradient: 20% B fOr 2 min. 20 - 68% B in 24 min. 68% B fUr 10 min, 68 - 20% B in 1 min 

Fluflrate: 1 ml/min 

is Detektion: UV-Absorption. 214 nm, 0.5 AUFS 

Das Chromatogramm (Fig. 41) stammt direkt aus dem Eluat der letzten Reinigungsstufe und zeigt 
hauptsachlich den Peak des oxidierten VAC-beta (2 DisulfidbrQcken. t„= 26.6 min). Daneben sind etwa9% 
reduziertes VAC ff (t„=27,4 min) sowie einige kleinere Peaks von restlichen Verunreinigungen nachweisbar 
^r! 1 ^ 109 ^" 1 (Rg - 42) zeiQt dieselbe VAC-beta Probe nach 2 Stunden Inkubation in 3 M Hamstoff' 
0.05 M Dithiotreitol. Das Protein liegt hauptsachlich in der reduzierten Form (r R = 27.4 min) vor 



20 



c) Aminosaureanalyse 

25 

Gereinigtes VAC-beta wurde Qber Reverse Phase : .HP|_C (Methode siehe unter b) entsalzt Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde in einem Hydrolyser6hrchen gesammelt und getrocknet 

Die Hydrolyse erfolgte mit 6 N Salzsaure (mit 1 % Phenol) in der Gasphase (1 10* C. 22 Sunden) 
Die Bestimming der Aminosauren erfolgte mit einem Aminosaureanalysator ((Typ 6300. Fa. Beckman) 
30 : uber eine Nachsaulenderivatisierung mit Ninhydrin. • ' 

Die Aminosaureanalyse (Rg. 43) einer VAC-beta Probe weist eine Gesamtabweichung gegenOber der 
tneoretiscnen Zusammensetzung von 6.56% auf. 

35 ■ d) N-termfnal Sequenzierung 

Gereinigtes VAC-beta wurde Ober Reverse Phase HPLC (Methode siehe unter b) entsalzt Der 
Hauptpeak von VAC-beta wurde gesammelt und getrocknet. 

40 verwendet 00118 ^ ?5 Trff,uoressi 9 saur e 9el6st und direkt fOr die Sequenzierung 

AQ v Di ! J p ec » u Jf nz(erun 9 erf °'9t mit einem Gasphasensequenator der Fa. Applied Biosystems (Modell 470 
A9) mit dem Programm 39apth. 

• e nf AuS9angsmen 9 e von etwa 1 nM tonnte bis zur 39. Aminosaure sequenziert werden. Es wurde 
100/ OI ge Uberemstimmung mit der erwarteten Sequenz gefunden. IM-termmales Methionin wurde offensicht- 
45 lich zu 100% abgespaltsn.(Fig. 44) 9 

e) SDS-Gelelektrophores 



50 



« J t SDS " r Ge le,ektr °P horesen wurden weitgehend nach der Originalvorschrift von U.K. Lammli durchge- 
, .r^rr^ 938 K° ntro,len wurden VAC-beta-Proben vor dem Auftragen mit Dithiothreitol versetzt und 
aufgekocht. Endkontrollen erfolgten sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedin- 
gungen. 

Die Farbung der Gele erfolgte mit Coomassie Blue. 
55 Fig. 45 zeigt ein SDS-Gel von VAC-beta Proben, 
Spur 1 und 10: Motekulargewichtsmarker 

Spur 2 und 3: In Process Probe von VAC-beta mit und ohne DTT (Dithiothreitol) 
Spur 4 und 6: 10 ug VAC-beta nicht reduziert 
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Spur 5 und 7: 10 ug VAC-beta mit DTT reduziert 
Spur 8 und 9: 1 ug VAC-beta nicht reduziert 
VAC-beta ohne Reduktionsmittel ist als Doppelbande nachweisbar. Die intensivere untere Bande bei M 
etwa 36.000 ist die oxidierte Form, die obere Bande bei M etwa 38.000 die reduzierte Form von VAC-beta. 
Die mengenmaflige Verteilung der beiden Formen ist besser aus den Spuren 8 und 9 ersichtlich. 

Nach Zugabe von DTT als Reduktionsmittel ist daher nur mehr die obere Bande sichtbar (siehe Spur 3, 
5 und 7). Da die Spuren 4 bis 7 Stark uberladen sind, sind neben den VAC-beta Banden auch einige 
Banden von restlichen Verunrelnigungen sichtbar. 

f) Isoelektrische Fokussierung 



Die Farbung erfolgte mit Coomassie Blue. 

Die isoelektrische Fokussierung Fig. 46 (3.3.1988/51) von weitgehend gereinigtem VAC-/3 zeigt, da/J 
75 VAC-jS direkt aus der letzten Reinigungsstufe (Spur 2 und 3) zwei Hauptbanden bei pH 5,35 bzw. 5,45 
ergibt. Der isoelektrische Punkt (pi) von VAC-0 ist damit deutlich basischer als der von VAC-a (pi * 4,9), 
was denErwartungen entspricht da VAC-0 weniger saure AminosSuren enthait. 

Nach der Reduktion mit Dithiothreitol (Spur 4 und 5) ist die Hauptbande bei pH 5.45 stark angereichert. 
Diese stellt offensichtlich die re duzierte Form von VAO0 dar. 



Beispiel 14 



Biologische Aktivitaten von VAC-g und VAC-fl 



30 1 . Effekt von VAC-a und VAC-0 auf die Prothrombinase Aktivitat. 

Der Prothrombinase Komplex wurde aus gereinigten bovinen Koagulationsfaktoren und Phospholipiden 
rekonstituiert. Er bestand aus 0,3 nM Faktor Xa, 0.6 nM Faktor Va f 1 uM Prothrombin, 2 uM Phospholipid 
Vesikeln (25% Dioleoyl-phosphatidylserin, 75 % Dioleoyl-phosphatidylcholin) und 3 mM CaCb. 
35 Prothrombin Aktivierung wurde folgenderma/ten gemessen: Faktor Xa, Va, Phospholipide, Ca** und 
variierende Mengen VAC wurden zwei Minuten bei 37* C inkubiert. Die Aktivierung des Prothrombin wurde 
durch dessen Zugabe gestartet. Zu verschiedenen Zerten wurden Proben der Mischung in folgendem Puffer 
aufgenommen: 

50 mM TRIS/HCI, 175 mM NaCI. 0,5 mg/ml BSA, 20 mM EDTA und 0.23 mM S2238. Amidolytische 
40 Aktivitat wurde bei 405 nm verfolgt. Aus einer Standardkurve, die mit bekannten Mengen Thrombin erstellt 
worden war, wurde anschlieflend die Menge an aktiviertem Prothrombin bestimmt. Rg. 47 gibt das Ergebnis 
wieder. 



45 2. Phospholipase Inhibitor Aktivitaten von VAC 

E.coli wurde metabolisch mit 3 H-Olsaure markiert und weiterbehandelt wie beschrieben (Davidson, F.F. 
et ai. (1987) J. Biol. Chem. 262, 1690-1705). Die E.coli Membran Preparation enthielt 198 urn Phospholipide 
mit einer spezifischen Aktivitat von 1.2 x 10* cpm/nMol Phospholipid. Diese Membran Preparation diente 

so als Phospholipasesubstrate in dem Assay, der wie folgt durchgefOhrt wurde: 103 ill 0,1 M TRIS/HCI, pH 8.0, 
unterschiedliche Mengen an VAC und Ca** enthaltend und 10 jxl E.coli Membranen wurden bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 wurden 10 ul 0,1 M TRIS/HCI, pH 8,0, 2 ng bovine Pankreas 
Phospholipan A 2 enthaltend zugegeben. Nach zwei Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 ui 
2N HCI und 50 ul 0,1 M TRIS/HCI pH+ 8,0 das 100 ng/ml BSA enthielt, gestoppt. Die Mischung wurde bei 

55 14.000 rpm fOnf Minuten zentrifugiert. Die Menge an freigesetzter 3 H-6lsaure wurde durch Szintillationszah- 
lung des Oberstandes bestimmt. Prozent Inhibition der Phospholipase Aa Aktivitat wurde folgendermaflen 
berechnet : 

1 00%-[(cpm pfa - vac-cpm btenk )/(cpmp te -cpm blanc )ri 00% 
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Hierbei bedeutet cpm pIa+VAC , cpm pfa und cpm bfank die cpm, di© in den Oberstanden der Mischungen, 
entweder Phospholipase A 2 und VAC, Phospholipase A 2 Oder VAC enthaltend. gemessen wurden. Die 
s Ergebnisse finden sich in den Rguren 48, 49, 50 und 51. 

Beispiel 15 
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Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen VAC-a 



1. Koppiung von VAC-a an "keyhole limpet" -Hamocyanin (KLH) 

VAC-a wurde folgendermaflen kovalent an "keyhole limpet" - Hamocyanin (KLH; SIGMA chemical 
company, St. Louis, USA, Katalog-Nummer H-2133) gekoppelt. 

1.1 VAC-o/KLH Praparationl: 

* x °'V m JL~ AC * a wurden in 1 ' 5 ml isotoner phosphat-gepufferter Natriumchlorid-Losung pH 7.2 (im 
fo genden PGS" abgekurzt) gelost und mft 0,12 ml einer KLH-Losung Glutardialdehydlosung wurden 0,017 
ml einer 25/oigen Glutardialdehydlosung wurden hinzugefQgt und das Gemisch 45 Minuten lang bei 
Raumtemperaftir inkubiert. Danach wurde Uber Nacht gegen 1 I PGS dialysiert. Portlonen dieser Losung 
wurden bei -20 C gelagert. y 

1 .2 VAC-a/KLH Preparation 2: 

2,54 mg VAC-a wurden in 2 ml 0,1 M Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0 gelost und mit 0.3 ml KLH-Losung 
T!?c \J gem,scht - °' 023 ml einer 25%igen Glutardialdehyd-Losung wurden hinzugefQgt und das Gemi- 
sch 45 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert Danach wurde Gber Nacht gegen 1 I PGS (siehe 1 1) 
dialysiert. Portonen dieser LQsungen wurden bei -20* C gelagert * 
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2. Immunisierung 

Eine 10 Wochen alte weibliche Balb/c-Maus wurde folgen derma/Jen immunisiert: 



Immunisiecung Tag VAC-a/KLH PrSparation 



Ad ju vans 





1 


1 


1 


(0.15 


ml) 


komplett 


10 


2 


24 


1 


(0.15 


ml) 


inkomplett 




3 


49 


1 


(0.15 


ml) 


inkomplett 




4 


188 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


IS 


5 


225 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 




6 


258 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 




7 


265 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


20 


8 


271 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 


9 


272 


2 


(0.1 


ml) 


inkomplett 




10 


273 


2 


(0.1 


ml) 


kein 



25 Alle Immunsierungen, ausgenommen die letzte, erfolgten durch intraperitoneale Injektion einer Emulsion 
gleicher Volumina von Antigen-«Losung und Freund'schem Adjuvans. 
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3. Zellfusion und Hybridom-Selektion 

Peritoneale Zellen wurden aus Balb/c Mausen durch Sptllen mit einer sterilen Saccharose-Losung (110 
g/l in deionisiertem Wasser) gewonnen, durch Zentrifugation gesammelt und in Roswell Park Memorial 
Institute 1640 Medium mit Natrium-Penicillin G (100 Einheiten/ml) und Streptomycin (50 Einheiten/ml) (im 
folgenden "Kulturmedium genannt) mit 10% fotalem Kalbsserum in einer Zelldichte von etwa 3,5 x 10* 
Zellen/ml suspendiert. 0,1 ml - Aliquots wurden in die Vertiefungen von Gewebekulturplatten (96 Vertiefun- 
gen pro Platte) pipettiert: die Platten wurden Qber Nacht inkubiert. 

Einen Tag nach der letzten Immunisierung wurde die Maus in Ather anasthesiert und getotet. Die Milz 
wurde aseptisch entnommen und die Milzzellen wurden durch vorsichtiges Schaben auf einem Stahlgitter 
gewonnen. Die Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium suspendiert und durch Zentrifugation gesammelt. 

P3x63Ag8,653 Maus- Myelomze Hen (Kerney et al., J. Immunol. 123, 1548, 1979) wurden in stationarer 
Suspensionskultur in Kulturmedium mit 10% fotalem Kalbsserum gezuchtet. Etwa 10 8 Zellen wurden durch 
Zentrifugation gesammelt Die Myelomzellen wurden zu den Milzzellen zugegeben; die gemischte Zellpopu- 
lation wurde neuerlich durch Zentrifugation gesammelt und in 3 ml einer sterilen Losung von 40% 
Polyathylenglycol 4000 (Merck, Darmstadt BRD, Katalognummer 9727) in Kulturmedium suspendiert. Die 
Supension wurde 1.5 Minuten bei Praumtemperatur vorsichtig geschQttelt und anschlieBend 1 Minute 
stehen gelassen. 3 ml Kulturmedium wurden unter standigem SchUtteln Qber einen Zeitraum von 1,5 
Minuten zugetropft, die Suspension dann eine Minute stehengelassen. Anschlieflend wurden weitere 6 ml 
Kulturmedium unter SchQtteln Qber 1 ,5 Minuten zugetropft und 1 Minute stehen gelassen. Die Suspension 
wurde in der Folge unter SchGtteln mit 12 ml Kulturmedium mit 10% fotalem Kalbsserum tropfenweise 
wahrend drei Minuten verdOnnt, dann 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation gesammelt und in 150 ml Kulturmedium mit 20% ffltalem Kalbsserum, Thymidin (1,6 x 
lO^M), Hypoxanthin (10~* M) und Aminopterin (4 x 10~ 7 ) (in der Folge , HAT-Medium w genannt) 
suspendiert Je 0,1 ml dieser Suspension wurden In die Vertiefungen einer Zellkultur-Platte pipettiert, in die 
am Vortag peritoneale Zellen eingesetzt worden waren (siehe oben); die Platten wurden drei Tage inkubiert. 
0,075 ml HAT-Medium wurden zugegeben, anschlieflend wurden die Kulturen weitere 8 Tage inkubiert. Alle 
Inkubationen der Zellkulturen wurden bei 37" C in einer wasserdampf-gesSttigten Atmosphare von 5% CO2 
in Luft ausgefUhrt. 
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3. Screening nach Hybidomen, die Antikorper gegen VAC-o produzieren. 

Das Screening wurde mit Hilfe eines Enzym-fmmuntest durchgefOhrt. Die Vertiefungen einer filr Enzym- 
Immuntests geeigneten Mikrotiter-Platte wurden mit VAC-or beschichtet (0,005 mg/ml in 01 M 
s Natriumkarbonat-Puffer pH 9.6; uber Nacht bei 2-8* C oder eine Stunde bei 37* C). Die LSsung wurde 
entfemt und.ie Platten wurden einmai mit deionisiertem Wasser gewaschen. Freie Protein-Bindungsstellen 
wurden mit einer Losung von Rinderserum-Albumin (5u/m\ in isotoner phosphat-gepufferter Kochsalzlosung 
pH 7,2 [PGS]) eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, anschlieflend einmai mit Wasser gewaschen In 
jede Vertiefung wurden 0.1 ml Hybridom-Oberstand zugegeben und 2-3 Stunden bei Raumtemperatur 

10 inkubiert. Anschlieflend wurden die Oberstande entfemt. die Vertiefungen wurden dreimal mit Wasser gewa- 
schen. 0.05 ml einer Losung von mit Meerrettich-Peroxidase konjugierten Kaninchen-Antikorpem gegen 
Maus-lmmunglobuline (Dakopatts, Kopenhagen, Danemark. Katalognummer PI 61; 1:2000 in PGS mit* 5 
mg/mi Rinderserumalbumin wurden zugegeben und drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, an- 
schlieflend dreimal mit Wasser gewaschen. 0,1 ml einer frisch hergestellten Mischung gleicher Volumina 

is von Losungen von ortho-Phenylendiamin (8.65 mg/ml in 0.1 M Kaliumzitrat pH 5). Natrium Perborat (375 
mg/ml in 0,1 M Kaliumzitrat pH 5) und Wasser wurden zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 0,1 ml 4 N. H 2 SO* zugegeben. Die optische Dichteder Losungen wurde in einem 
Mehrkanal-Photometer fQr Mikrotiter-Platten bei 492 nm bestimmt. Zellkultur-Medium mit 20% fotalem 
Kalbsserum wurde als negative Kontrolle. Serum der immunisierten Maus (in PGS mit 5 mg/ml Rinderseru- 

20 malbumm verdunnt) als positive Kontrolle verwendet. KulturOberstande aller Hybridom-Kulturen wurden in 
zwei unabhangigen Tests 11 bzw. 13 Tage nach der Zellfusion getestet KuKuren. die in beiden Tests ein 
positives Signal gaben. wurden in weiteren Screening-Test untersucht, in denen sowohl unbeschichtete als 
auch mit VAC-a beschichtete Testplatten eingesetzt wurden. Zwei der Kulturen gaben wiederholt positive 
Ergebnisse mit beschichteten, nicht aber mit unbeschichteten Platten. Die Ergebnisse sind in der folgenden 

as Tabelle zusammengefaflt 



30 



3S. 



40 



Pcobe Optische Dichte bei 492 nm 



Experiment 1 Experiment 2 



beschichtet beschichtet 

unbeschichtet unbeschichtet 



Mausserura 1: 100 

45 


0,291 


0,152 


1.735 


0,475 




Hybcidom VftA-8 


1,061 


0,102 


1 , 16 9 


0 , 108 




so Hybridom VAA-9 


0,552 


0,187 


0,387 


0,109 




Negative Kontrolle 


0,032 


0,031 


0,071 


0,055 
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Beispiel 16: 

5 Herstellung der Expressionsvektoren pRH281/n und pRH281/nt (n = 5,6,7,8.9) 

Der in der EPA Nr. 186 098 beschriebene Expressionsvektor pRH100 hat verschiedene Nachteile: 
a) konstanter und nicht optimaler Abstand zwischen ribosomaler Bindungsstelle (RBS) und 
Transiationsstart-ATG 
70 b) Zwischen RBS und ATG gibt es einige C's und G's 

c) die -35 Region des Serratia marcescens trp Promotors ist verglichen mit der E.coli Sequenz nicht 
optimal (TTGACT statt TTGACA) 

d) die EcoRI-Stelle vor dem Promotor ist QberflQssig. 

Es wurde ein Satz von Oligonukleotiden mit folgender Sequenz synthetisiert: 

75 

:Trp~l-> : :Trp-3-> 

AATTGACGCTGATGGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACATTGCC 
CTGCGACTACCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGTAACGG 
<-Trp-2: : 

: — >Transkript ionsstart 
: :Trp-5-> 

TTCGCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCTCGAGACGGTAAGG 
AAGCGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGAGCTCTGCCATTCC 

<-Trp-4 : : 

30 



20 



25 



RBS 



SstI Clal 

EcoRI 

35 — : 

AGGTTTAATATGAGCTCGAATTCAT 
TCCAAATTATACTCGAGCTTAAGTAGC 

40 — - <-Trp-6: 

RBS Translations st art -ATG 

: n=5 : 



4* Jeweils 100 pMol der Oligonucleotide Trp-2. Trp-3. Trp-4 und Trp- 5 wurden in 10 ui phosphoryliert. 
Nach der Reaktion wurden Squimolare Mengen (je 100 pMol) Trp-1 und Trp-2, Trp-3 und Trp-4 sowie Trp-5 
und Trp-6 vereint, auf 100*C erhitzt und durch langsames AbkQhien hybridisiert. Die Oligonukleotidpaare 
wurden vereint und in 55 ul ligiert. pATl53 wurde mit EcoRI und Clal doppelt geschnitten und das grofle 
Vektorfragment isoliert. 50 ng pAT153 Fragment wurden mit 20 pMol synthetischer Promotor DNA in 20 ul 

so ligiert. Kompetente E.coli HB101 wurden mit dem entstandenen Plasmfd transformiert Von den entstande- 
nen Kolonien wurden einige ausgesucht, die Plasmid DNA isoliert und der Bereich der eingefQgten DNA 
durch Sequenzieren uberprCift Ein Plasmid wurde ausgewahlt und mit pRH281/5 bezeichnet, wobei 5 die 
Zahl der Nukleotide zwischen der RBS und dem Translationsstart- ATG symboiisiert. 

Ausgehend von diesem Expressionsvektor wurde das Xhol-Sstl Insert durch folgende Oligonukleotid- 

ss paare wie oben beschrieben ersetzt: 
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a ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATATGAGCT Trp-9 

CTGCCATTCCTCCAAATTTATAC Trp-10 

b ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAATAATGAGCT Trp-11 

CTGCCATTCCTCC AAATTTATTAC Tr p- 1 2 

c ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAATAATGAGCT Tr p- 1 3 

CTGCCATTCCTCCAAATTTTATTAC Trp-14 

d ) TCGAGACGGTAAGGAGGTTTAAAAATAATGAGCT Tr p- 1 5 

CTGCCATTCCTCCAAATTTTTATTAC Tr p- 16 



Die resultierenden Expressionvektoren wurden pRH281/6 pRH281/7, pRH281/8 und pRH281/9 bennant 
Dies© neuen Expressionsvektoren weisen folgende Eigenschaften auf: 

a) di© originate EcoRI-Stelte von pAT153 wurde zerstort. 

b) die -35 Region des Serratia marcescjens Promotors ist jener des trp-Promotors aus E.coli 
angepadt 

c) vor der artrfiziellen ribosomalen Bindungsstell© befindet sich eine singular© Xhol-Stelle, di© das 
Einbringen ©iner anderen RBS erfaubt 

d) Das G des Tanslationsstart-ATG ist die erst© Base einer Sst I (=Sacl) Stelfe. Durch Schnitt nit Sstl 
und anschliedendem Abbau des 3' Oberhanges entsteht ©in gerades End©, an das eine beliebige cDNA 
oder em Gen ligiert werdeh kann. Beginnt dies© mit der ©rsten Base des zu translatierenden Bereichs, 
erfoigt et'ne korrekte Transkription und Translation in E.coli/ 

e) 3'seitig dieser Sstf Steiie befinden sich eine singular© EcoRi, Clal und Hindlll Stelie, die fur ein 
gerichtetes Klonieren ©iner zu exprimierenden DNA verwendet werden kann. AuJterdem konnen auch die 
singularen Schnittstellen im Tetracyclin Resistenzgen zu dresem Zweck gebraucht werden. 

f) Di© Variation /5 bis /9 erlaubt, den optimalen Abstand zwischen RBS und ATG fUr das jeweilige 
Gen zu bestimmen. 

Manchmal ist es fur eine optimal© Expression und fur di© Stabiiitat des Plasmides n5tif, hinter das 
©xprimiert© Gen einen Transkriptionsterminator zu setzen (R.Gentz et al., Proc.Nati.Acad.Sci.USA 78 (1981), 
4936-4940). Das Hindlll-Sall Fragment des pRH281/5 wurde durch Doppelverdau herausgeschnitten. Das 
fehiend© StQck wurde durch ein den phoA Transkriptionsterminator (H.Shuttleworth ©t ah, NucLActds Res. 
14 (1986), 8689; C.N.Chang et al., Gen© 44 (1986), 121-125) enthaltend©s Oligonukleotidpaar ersetzt: 

:EBI-4§6-> 

AGCTTGGATCCGTCGACCGCGCCCGGCAGTGAATTTTCGCTGCCGGGTGG 
ACCTAGGCAGCTGGCGCGGGCCGTCACTTAAAAGCGACGGCCCACC 



BamHI 

Hindlll Sail 



60 



EP 0 293 567 A1 



TTTTTTTGCTGC 
AAAAAAACGACGAGCT 
<-EBI-459: 

10 pMol des hybridisierten Oligonukleotidpaares wurden mit 100 ng Hindlll-Sall doppelt geschnittenen 
pRH281/5 Vektorteil in 20 ui ligiert. Nach Transformation von E.coli HB101, Isolierung der Plasmid-DNA 
einiger Kolonien und deren SequenzuberprGfung wurde ein Plasmid ausgewahlt und mit pRH281/5T 
bezeichnet. 

In analoger Weise wie oben beschrieben wurde aus diesem Plasmid die Reihe pRH281/6T, pRH281/7T, 
pRH281/8T und pRH281/9T unter Verwendung der Oligonukleotide Trp-9 bis Trp-16 hergestelit. 



Beispiel 17: 



Mutanden des VAC-aipha 

Folgende Mutationen wurden an der VAC-alpha DNA durchgefuhrt (die Aminosaurenummerierung und 
die Basennummerierungen beziehen sich auf die Figur 4): 

a) Verkleinerung des VAC-MolekUls: VAC-alpha besitzt eine vierfach repetierte 67/68 Aminosaluren 
lange Sequenz mit einer singularen N-terminalen Extension (Fig.6). Drei verkdrzte Formen wurden herge- 
stelit: 

i) Deletion der Aminosauren 2 bis 18: Eliminierung der singularen N-terminaien Extension, Met-1 
sitzt vor Ala-19. 

ii) Oeletion der dritten und vierten Repeat: das Arg-161 Codon wurde zu einem Stopcodon mutiert 

iii) Deletion der N-terminalen singularen Extension, sowie der ersten und zweiten Repeat Met-1 
sitzt vor Ala-165. 

b) Ein moglicher Angriffspunkt beim proteolytischen Abbau des VAC-alpha stellt vielleicht das Arg- 
161 dar. Diese Aminosaure wurde daher mutiert: 

i) Arg-161 zu Glu-161. 

ii) Arg-161 zu Gln-161. 

c) Durch Einbau einer Faktor Xa-Schnittstelle zwischen der zweiten und dritten Repeat kann vielleicht 
ein der Inhibition der Koagulationskaskade entkommender Faktor Xa an VAC gebunden werden und/oder 
dieses sogar in zwei funktioneile Halften zerlegen, und so die Wirksamkeit von VAC-alpha erhohen. Es 
wurde daher folgende Mutation durchgefuhrt: Asp-168 zu Glu-168, Giu-169 zu Gly-169 und Ala-170 zu Arg- 
170. Daraus ergibt sich die Faktor Xa Erkennungssequenz lle-Glu-Gly-Arg. 

d) Um die Frage der Wichtigkeit des Cysteins-316 ftlr die biologische Wirksamkeit zu beantworten, 
und zugieich seine Beteiiigung an der Dimerenbiidung zu uberprOfen, wurde 

i) Cys-316 zu Ser-316 und 

ii) Cys-316 zu Val-316 
mutiert. 

e) Um den Einflufl der N-terminaien Extension zu studieren, wurde diese Extension (Ala-2 bis Ala-19) 
ersetzt durch die jeweiligen N-Termini aus Lipocortin I, Calpactin I und VAC-beta. 

Als erster Schritt wurde aus dem Expressionsvektor pRH291 der Expressionsvektor pGN10 hergestelit. 
Dieser Expressionsvektor besitzt die Phagen Lambda ell RBS an Stelle der in pRH291 verwendeten STII- 
RBS. pRH291 wurde mit Xhol und Kpnl doppelt geschnitten. Das groBe Fragment wurde isoliert. 40 pMol 
des Oligonukleotidpaars EBI-725/EBI-727 mit folgender Sequenz: 

EB I - 7 2 5 TCGAGTTATCT AAGG AAATACTTACATATGGCACAGGTTCTCAGAGGTAC 
EB I - 7 2 7 CAATAGATTCCTTTATG AATGTATACCGTGTCCAAGAGTCTC 

Xhol RBS ATG Kpnl 
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wurden in 6 ul hybridisiert und anschlie/tend mit ca. 200 ng pRH291/grofles Fragment in 20 ill LSsung 
ligiert. Kompetente E.coii HB101 wurden transformiert. Von den entstandenen Ampicillin- resistenten 
Kolonien wurden die Plasmide einiger Klone isoliert und die Sequenz des neuen Stacks DNA uberpriift. Ein 
Klon wurde ausgewahlt mund mit pGNIO bezeichnet. 

Als Vorbereitung fur die Mutagenesereaktionen wurde aus pGN10 das Pvull-Sphl Fragment isoliert. 
Pvull schneidet im phoA Promoter Teil. Sphl in der nicht translatierten Region der VAC-alpha cDNA. Das 
die VAC-alpha cDNA enthaltende Fragment wurde gereinigt und in die Smal/Sphl doppelt geschnittene 
Doppelstrangform des M13mp18 kloniert. Von den entstandenen Plaques nach Transformation von E.coii 
JM101 wurde eine ausgewahlt, und die M13/VAC-aipha Einzelstrang DNA in gro/terem Maflstab prMpariert 

Die Mutationsreaktionen wurden mit Hiife des "Oligonucleotide- directed in vitro mutagenesis system" 
(Amersham, code RPN.2322) unter genauer Einhaltung des beigefugten Protokolls durchgefilhrt 

Nach der SequenzUberprUfung der enstandenen Mutanten wurde die entsprechende Doppelstrangform 
der rekombinanten Ml3mp8/VAC-aipha Phagen-DNA in Form einer Plasmid Minipraparation isoliert Mit 
Ausnahme der Mutation mit EBl-977 {Clal-Stelle auf Nt.105-110) wurden diese DNAs mit Xhol und Sphl 
doppelt geschnitten, und das die VAC-cDIMA enthaltende Fragment isoliert. Ca. 50 ng dieses Fragments 
wurden mit 50 ng Xhol-Sphl doppelt geschnittenem pRH281/5 Vektorteil In 10 ill Losung ijgiert und das 
entstandene Plasmid in kompetente E.cofi HB101 transformiert Die Plasmide einiger resultierender Kolo- 
nien wurden isoliert und durch Restriktionsenzymverdau auf die Richtigkeit der Konstruktion Gberpruft 
AuBerdem wurde die letztendlich ausgewahlte Kolonie im Labormaflstab fermentiert, und die Proteine des 
Bakteriums einer Westemblotanalyse unter Verwendung des Rabbit-anti-VAO Antiserums unterzogen. 

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Oberblick Uber die hergestellten Mutanten: 



Mutations- cesultierender Eigenschaf ten des neuen 
Oligo Expcessionsvefctor Klons 



EBI-1051 pGN42 Deletion Von Ala-2 bis 



EBI-1105 



EBI-964 



pGN43 



pGN29 



Arg-18 

Translationsstop auf 

161 (Deletion von Arg-161 

bis Asp-320) 

Deletion von Ala-2 bis 

Asp-164 
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EBI-1103 pGN44 Arg-161 2U Gln-161 

EBI-1104 pGN45 Arg-161 ZU GlU-161 

EBI-960 ' pGN30 Faktor Xa-Schnittstelle 

auf 167 bis 170 



EBI-961 
EBI-959 

EBI-977 



pGN41 
pGN46 

PGN31 



€3 



Cys-316 zu Ser-316 
Cys-316 zu Val-316 

Clal-Stelle auf Nt-105 bis 110 



Die Sequenzen der Mutationsoligos sind (5'— 3'): 



EBI-1051: 

EBI-964: 

EBI-1105: 

EBI-1103: 

EBI-1104: 

EBI-960: 

EBI-961: 
EBI-959: 
EBI-977: 



CCGAAGAGTTTCTGCATCAGCCATATGTAAGTATTTCCTTAG 

AATTCCAGCATCAGGGTCTTAGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

AGCTTCATCAAjTTCCAGCCATATGTAAGTATTTCC 

AATTCCAGCATCAGGGTCCTGGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

AATTCCAGCATCAGGGTCTTCGTTAGCCTGAAGGAGAAC 

GCCTGAGCATCTTGTTCAACTTGACGACCTTCAATTCCAGCA 

TCAGGGTCTCTG 

CGTTAGTCATCTTCTCCTGAGAGCAGCAGAAGAGC 
CGTTAGTCATCTTCTCCCACGAGCAGCAGAAGAGC 
CAACAGAGTCAGGATCGATTCCTCATCTGTGCCC 



Die angegebenen Sequenzen sind komplemetar zu der DNA-Sequenz in Figur 4, was durch die 
Klonierung der VAC-alpha cDNA in den M13mp18 Bedingt ist. 

Die mutierte DNA mit der Clal-Stelle auf Nt.105 bis 110 wurde mittels EcoRf-Hindlll Doppelverdau aus 
der Doppelstrangform des rekombinanten M13mp18 freigesetzt, isoliert und in EcoRt-Hindlll doppett ge- 
schnittenen Bluescribe M13+ (Stratagene, La Jolla. Kalifornien, USA) kloniert. Das entstandene Plasmid 
wurde pGN31 genannt pGN31 wurde mit Clal und Xhol doppelt geschnitten, und das grofle Fragment 
isoliert. Durch Einsatz verschiedener Oligonukleotidpaare wurde der fur Lipocortin I (K.-S. Huang et al. Cell 
46 (1986), 191-199). Calpactin I (-Upocortin II, K.-S. Huang et al. Cell 46 (1986), 191-199) und VAC-beta 
spezifische N- Terminus eingefUgt: 
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a) Lipocortin I-speztf i sober N-Termirras 

:EBI-972-> :Start Lipocortin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCAATGGTATCAGAATTCCTCAAGCA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGTTACCATAGTCTTAAGGAGTTCGT 



GGCCTGGTTTATTGAAAATGAAGAGCAGGAATATGTTCAAACTGTGAAGT 
CCGGACCAAATAACTTTTACTTCTCGTCCTTATACAAGTTTGACACTTCA 



is 



::EBI-977-> 

CATCCAAAGGTGGTCCCGGATCAGCGGTGAGCCCCTATCCTACCTTCAAT 
20 GTAGGTTTCCACCAGGGCCTAGTCGCCACTCGGGGATAGGATGGAAGTTA 
<-EBI-988: : 

: Fort set sung VAC-alpha 
25 CCATCCTCGGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCAC 
GGTAGGAGCCTACGTCTTTGAGAAGCC%TCCGATACTTTCCGAACCCGTG 



30 



35 



40 



50 
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AGATGAGGAAT 
TCTACTCCTTAGC 
<-EBI-982: 

JE 1 pMol EBI-978 und EBI-988 wurden gemeinsam in 6 ul phosphoryliert. Die Reaktion wurde durch 
Erhitzen auf 100 C gestoppt. jeweils 1 pMol EBI-972 und EBI-982 zugesetzt, die Ldsung nochmals auf 
100 C erhitzt und langsam abgekuhlt. Die beiden Oligonukieotidpaare wurden durch Zugabe von Ugase 
miteinander ligiert. Danach wurde ca. 1 ug P GN31 Clal-Xhoi grofles Fragment zugesetzt das Volumen auf 
40 ul erweitert und ligiert. Nach der Transformation von kompetenten E.coli JM101 wurden einige Kolonien 
ausgesucht und deren Plasmide gemSiS dem Bluescribe-Protokoll von Stratagene mit Hiife eines Helperpha- 
gen in Einzefstrang-DNA QberfQhrt und sequenziert. Eines der richtigen Plasmide wurde ausgewahlt und mit 
pGN32 bezeichnet. Mit Xhol und Hindlil (befindet sich hinter der Sphl-Stelle in der Multiklonierstelle des 
Bluescribe M13+) wurde das Insert aus dem Vektor geschnitten und gereimgt pRH281/5 wurde ebenfalls 
mit Xhol und Hindlil doppeit verdaut und das Vektorfragment isoliert. 200 ng pGN32 Insert und etwa 50 ng 
pRH281/5-Vektorteil wurden in 20 ul ligiert. Die DNA wurde in Exoli HB101 transformiert, und die Plasmid- 
DNA einiger Ampicillin-resistenter Klone durch Restriktionsenzymanaiyse auf die Richtigkeit der Konstruk- 
tion uberprUft Auflerdem wurde die letztendlich ausgewahlte Koionie im Laborma/Jstab fermentiert, und die 
Proteme des Bakteriums einer Westernbrotanalyse unter Verwendung des Rabbit-anti-VAC- Antiserums 
unterzogen. Das resultierende Expressionsplasmid fur das Upocortin l/VAC-alpha-Hybrid wurde pGN35 
genannt 
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b) Calpactin I spezif ischer N-Tecminus: 
:EBI-990-> Start Calpactin 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGTCTACTGTTCACGAAATCCTGTGCAA 
CTCCAACTCCACTAAAATACAGATGACAAGTGCTTTAGGACACGTT 

70 

GCTCAGCTTGGAGGGTGATCACTCTACACCCCCAAGTGCATATGGGTCTG 
CGAGTCGAACCTCCCACTAGTGAGATGTGGGGGTTCACGTATACCCAGAC 

75 <- 



::EBI-1001-> :Fortsetzung VAC-alpha 

20 

TCAAAGCCTATACTAACTTTGATGCTGAGCGGGATGCAGAAACTCTTCGG 
AGTTTCGGATATGATTGAAACTACGACTCGCCCTACGTCTTTGAGAAGCC 
EBI-985: : 

25 

AAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
TTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-EBI-994: 

Die Herstellung des rekombinanten Bluescribe M13+ Plasmids pGN33, seine SequenzUberprGfung und 
das Umklonferen in den Expressionsvektor pRH281/5 erfoigte analog zu der fOr das Lipocortin I - Hybrid be- 
schriebenen Prozedur. Das resuitierende Expressionsplasmid (Calpactin l/VAC-alpha-Hybrid) wurde pGN36 



35 gennant. 
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c) VAC-beta spezifischer N-Terminus: 

s ;EBI-987-> :VAC-beta Start 

TCGAGAGGTTGAGGTGATTTTATGGCCTGGTGGAAATCCTGGATTGAACA 
CTCCAACTCCACTAAAATACCGGACCACCTTTAGGACCTAACTTGT 

10 : 

:VAC- 

GGAGGGTGTCACAGTGAAGAGCAGCTCCCACTTCAACCCAGACCCTGATG 
CCTCCCACAGTGTCACTTCTCGTCGAGGGTGAAGTTGGGTCTGGGACTAC 

T5 



alpha Fortsetzung 

CAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGATGAGGAAT 
GTCTTTGAGAAGCCTTCCGATACTTTCCGAACCCGTGTCTACTCCTTAGC 

<-BBI-989: 

Zur Herstellung des rekombinanten B!uescribeM13+ Plasmids pGN34 wurde hier nur das Oligonukleo- 
* tidpaar (je 1 pMol in 6 ul) durch Erhitzen und langsames AbkQhlen hybridisiert und anschlieflend wie oben 
in den Xhol-Clai doppelt geschnittenen pGN3l Vektor ligiert Die Herstellung des Expressionsvefctors 
pGN37 (VAC-betaWAOalpha-Hybrid in pRH281/5) erfolgte wie oben beschrieben. 



AnsprtJche 

1 . DNA, kodierend fQr ein Polypeptid/Protein mit im wesentlichen dem bioiogischen Eigenschaften der 
vascular-antikoagufierenden Proteine. 

2. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl sie der Formel 
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ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAC TTC CCT GGA TTT 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA ICC CGA 
AGT .AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 
TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 



67 



70 



15 



20 



25 



30 



EP 0 293 567 At 

ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GIG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA ICA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG ITT AAC ATC AGG 
. AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 
AAG. GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 

TGT GGA GAA GAT GAC TAA 

entspricht wobei XXX fUr GAA Oder GAC steht und degenerierte Formen dieser DNA 
3. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Formel 
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ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 
35 AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 

TAC AAA GCC -ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 

50 
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AT6 TAT CC6 CCA TAC A6A TAC GAA GCC AA6 GAG CTG CAT GAC GCC 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG GAT GAT GTG AGC AGC ITT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG. AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 
ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA IGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 

AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 

entspricht und degenerierte Former) dieser DNA. 

4. DNA nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 sie der Formel 
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ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GIG ACT GAC TIC CCT GGA TTT 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA XXX ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 



AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC ICT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 

TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 

■ ■W. 

■ :*> 

AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 



TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 



GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GT^TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAG TAC CAG 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA 



entspricht wobel gegebenenfalls XXX fGr GAA oder GAC steht und/oder nach dem letzten AGA ein Stop- 
35 Codon steht und degenerierte Formen dieser DNA. 

5. DNA nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Formel 

GAC CCT GAT GCT 

40 

GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 
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CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 
ACC ATC TTT GGA ACA CGA AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 
20 AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 

AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 
TGT GGA GAA GAT GAC TAA 
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entspricht, wobei gegebenenfalls vor dem ersten GAC ein Initiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

6. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie der Formel 



35 



40 



ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 
AAG AGC AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 
45 GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACQ CAG CGG CAG CAG ATC GCC 

AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 
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AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 

ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 

ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC AIC ATT GAG ATC CTG 

GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 

GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 

ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 
AGC AGG 



35 



entspricht, wobei gegebenenfalls nach dem letzten AGG ein Stopcodon steht und degenerierte Forrhen 
dieser DNA. 

7. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie der Formal 

25 

GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 
so CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 

ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 
<5 AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 

ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 

so 
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ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 



AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 



AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA 

entspricht. wobei gegebenfalls vor dem ersten GAT ein Initiationscodon steht und degenerierte Formen 
dieser DNA. 

8. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi in den Abschnitt, der ftir die 
Linker-Sequenz zwischen der zweiten und dritten Repeat-Struktur kodiert, ein Oligonukleotid eingefUgt wird, 
das fUr eine Erkennungssequenz einer spezifischen Protease kodiert. 

9. DNA nach einem der AnsprUche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das fUr Arginin +161 (VAC- 
a) bzw. +167 (VAC-0) kodierende Tripiett ersetzt wird durch ein Codon, das fUr eine AminosSure kodiert, 
die nicht von Trypsin als bevorzugte Spaltstelle erkannt wird, beispielsweise fUr Histidin. 

10. DNA nach einem der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet. dafl die fQr Lysin und/oder 
Arginin kodierenden Tripletts gezielt ersetzt werden durch Tripfetts, die fQr Histidin kodieren. 

11. DNA nach einem der AnsprOche 1 bis 3 und 5 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl das Oder 
gegebenenfails die fQr Cystein kodierenden Tripletts ersetzt wird/werden durch fUr Serin Oder Valin 
kodierende Tripletts. 

12. DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie fUr ein Polypeptid/Protein mit Repeat- 
Bereichen kodiert 

13. DNA nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafl sur fUr eine der Repeat-Bereiche kodiert. 

14. DNA nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, da/3 die fQr die vollstandigen 
Repeats kodierenden Bereiche umgeordnet sind. 

15. DNA nach einem der Ansrpuche 1-14, dadurch gekennzeichnet, dafl die fQr die 17 Aminosauren der 
konservierten Region kodierenden Bereiche modifiziert sind. 

16. DNA nach einem der AnsprUche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da£ die fUr die 17 Aminosauren 
der konservierten Region kodierenden Bereiche vollstandig oder teilweise ersetzt werden 

a. bei den VAC-Proteinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren bei den Upocortinen 
kodieren, 

b. bei VAC-alfa durch Bereiche die die entsprechenden Aminosauren des VAC-beta kodieren und 
umgekehrt, 

c. bei Lipocortin I durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren des Lipocortins M kodieren 
und umgekehrt, 

d. bei den Upocortinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren bei den VAC-Proteinen 
kodieren oder 

e. bei den ubrigen Polypeptiden/Proteinen durch Bereiche, die die entsprechenden Aminosauren der 
jeweils anderen Polypeptide/Proteine kodieren. 

17. DNA nach einem der AnsprUche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dafl die Bereiche, die fUr das N- 
terminaie Peptid kodieren ausgetauscht werden durch Oligonukleotide, die fUr das N-terminale Peptid eines 
der anderen, eine Repeat-Struktur aufweisenden Proteine kodiert. 

18. DNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. dafi dem N-terminalen 
5'-Ende eine fQr den jeweiligen Wirt homologe Signalsequenz vorangestellt ist. 

19. DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dafl die Signalsequenz am 3'- 
Ende eine spezifische Erkennungs-Spaitstelle fur eine Protease kodiert. 

20. DNA nach einem der AnsprOche 1 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl dem N-terminalen 5'-Ende 
eine fOr einen Fusionsproteinanteil kodierende Sequenz vorangestellt ist. 

21 . DNA nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet dafl die fUr den Fusionsprotei- 
nanteil kodierende DNA am 3'-Ende eine spezifische Erkennungs-Spaitstelle fUr eine Protease kodiert. 

22. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein Allel zu einer der in der vorhergehenden AnsprUchen be- 
schriebenen DNA darstellt 

23. DNA, dadurch gekennzeichnet, da£ sie eine degenerative Form einer der in den vorhergehenden 
AnsprUchen beschriebenen DNA darstellt oder dai3 sie aus Kombinationen verschiedener vollst§ndiger - 
Oder Teil-Sequenzen einer der vorhergehenden AnsprUche besteht kodierend fUr Hybridproteine im 
wesentlichen m,it vascular-antikoagulierenden Bgenschaften. 
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24. DNA, dadurch gekennzeichnet, da£ sie mit einem der DNA-Molekule nach einem der Anspruche 1 
bis 23 unter Bedingungen hybridisieren, die eine Homologie gro/ter ais 85%, vorzugsweise grofler als 90% 
erkennen lassen, wobei die DNA aus naturlichen, synthetischen Oder halbsynthetischen Ursprungs sein 
kann und mit den DNA-Molekulen nach einem der AnsprQche 1 bis 23 durch Mutation, Nukleotid- 
Substitutionen, Nukieotid- Deletionen, Nukieotid-lnsertionen und Nukleotid- Inversionen verwandt sein kann 
und fur ein Poiypeptid/ Protein mit Fm wesentlichen den biologischerv Eigenschaften der vascular-antigoagu- 
lierenden Proteine kodiert 

25. DNA nach einem der vorhergehenden Ansprdche, dadurch gekennzeichnet. dafl sie in einen Vektor 
eingefugt ist. 

26. DNA nach Anspruch 25. dadurch gekennzeichnet. dafl die DNA nach einem der vorhergehenden 
Anspruche in einem Vektor in funktioneller Verbindung mit efner Expressionskontrollsequenz verknOpft ist, 
in Mikroorganismen und Saugetierzelien replizierbar. 

27. DNA nach einem der AnsprQche 25 Oder 26, dadurch gekennzeichnet, da5 der Vektor ein Plasmid 
ist, replizierbar in Prokaryoten. 

28. DNA nach einem der AnsprQche 25 Oder 26. dadurch gekennzeichnet, dafl der Vektor ein Plasmid 
ist. replizierbar in Eukaryoten. 

29. DNA nach einem der AnsprQche 25 Oder 26. dadurch gekennzeichnet. dafl sie in Saugetierzelien 
replizierbar ist. 

30. Wirtsorganismus. dadurch gekennzeichnet. dafl er mit einer DNA nach einem der AnsprQche 25 bis 
29 transformiert ist. 

31. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafl er ein Prokaryot, vorzugsweise 
E.coli ist. 

32. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafl er ein Eukaryot ist 

33. Wirtsorganismus nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafl er eine Saugetierzellinie ist. 

34. Verfahren zur Herstellung von DNA-MolekQIen die fur Polypeptide/Proteine im wesentlichen mft den 
Eigenschaften der vascular antikoagulierenden Proteine kodieren, dadurch gekennzeichnet, daS man aus 
einer genomischen DNA-Bibfiothek das fur dieses Poiypeptid kodierende Gen isoliert oder aus der zu 
diesem Gen gehSrenden mRNA eine komplementare fOr dieses Poiypeptid kodierende DNA mit Hilfe des 
Enzyms Revese Transkiptase herstellt Oder daiJ die fOr dieses Poiypeptid kodierende DNA mit Hilfe chemi- 
sch und/oder enzymatischer Verfahren hergestelit wtrd. 

35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, dafl die DNA einer der in 
den Anspruchen 1 bis 23 beschriebenen entspricht. 

36. Verfahren zur Herstellung einer DNA nach einem der Anspruche 25 bis 29, dadurch gekennzeich- 
net, dafl man in eine mit Hilfe von Restriktionsendonukleaserr geschnittene Vektor-DNA eine mit entspre- 
chenden Enden versehene DNA einfugt, die fur ein Polypetid im wesentlichen mit den Eigenschaften der 
vaskularantikoagulierenden Proteine kodiert 

37. Verfahren zur Herstellung einer DNA nach einem der AnsprQche 26 bis 29, dadurch gekennzeich- 
net da/3 man in eine mit Restriktionsendonukleasen geschnittene Vektor-DNA, die Expressionskontrollse- 
quenzen enthalt, eine mit entsprechenden Enden versehen DNA die fOr eine Poiypeptid mit im wesentli- 
chen den Eigenschaften von vaskular-antikoagulierenden Proteinen kodiert, so einfOgt. dafl die Expressions- 
kontrollsequenzen die eingefQgte DNA reguliert. 

38. Verfahren zur Herstellung transformferter Wirtsorganismen nach einem der AnsprQche 30 bis 33. 
dadurch gekennzeichnet. da£ man den Wirtsorganismus mit einem der Vektoren nach einem der AnsprQche 
25 bis 29 transformiert. 

39. Poiypeptid, im wesentlichen mit den Eigenschaften der vascular-antikoagulferenden Proteine. 

40. Poiypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet. dafl es von einer DNA gemMfl einem der 
AnsprQche 1 bis 23 kodiert wird. 

41. Poiypeptid nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet da/J es der Formel 
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15 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Xhr Val Ihr Asp Phe Pro Gly Phe 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Xhr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Xhr Asp Glu Glu Ser He Leu Xhr Leu Leu Xhr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ser Ala Ala Phe Lys Xhr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp. Leu Lys Ser Glu Leu Xhr Gly 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Xyr Asp Ala Xyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Xhr 

110 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Xhr Glu He lie Ala Ser Arg Xhr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Xyr Glu Glu Glu Xyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Xhr Ser Gly Iyr Xyr Gin 



155 160 165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
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170 175 180 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gift Asp Ala Gin Ala Leu Phe 

185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe lie 

200 205 210 

Thr lie Phe Gly Thr Arg Ser VaKSer His Leu Arg Lys Val Phe 



Asp Lys Tyr Met Thr lie Ser Gly- Phe Gin lie Glu Glu Thr lie 



215 (i 220 225 



230 235 240 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu' Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

245 250 255 

Val Lys Ser lie Arg Ser He Pro, Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 



260 265 270 

3o Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 



290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala iChr Ser Leu Tyr Ser Met He 

305 310 315 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp * 

entspricht, wobei XX fUr Glu Oder Asp steht unci gegebenenfails an Position 1 das Methionin abgespalten ist 
und das Alam'n an Position 2 gegebenenfails blockiert ist und/oder wobei gegebenenfails Aggregationen 
durch beispielsweise intermolekulare DisulfidbrQcken zwischen den Cysteinen an Position 316 vorliegen. 
42, Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dafl es der Formel 
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1 5 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu 

35 40 *5 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 

80 85 90" 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
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140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 

170 175 180 

Ser Arg Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

200 205 210 

Thr Asp Glu Met Lys Phe He Thr He Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

215 . 220 225 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

230 235 240 

Lys Ser lie Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 

275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 

290 295 300 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 



305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
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320 325 
Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 

5 

entspricht, wobei gegebenenfaiis an Position 1 das Methionin abgespaJten ist und das Alanin an Position 2 
gegebenenfalls blockiert ist und/oder wobei gegebenenfaiis intramolekulare Disulfidbrticken zwischen den 
Cysteinen an den Positionen 161 und/oder 206 und/oder 250 und/oder 293 und/oder Aggregationen durch 
intermolekulare DisulfidbrUcken zwischen den genannten Positionen vorliegen. 
r0 43. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet da/3 es der Formel 

1 5 .10 '15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 
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20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala XX Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser lie Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu He Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys His Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
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HO ' us 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He lie Ala Ser Arg Thr Pro Glu 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala lie Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 

155 160 
Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg 

2o entspricht. wobei XX fUr Glu Oder Asp steht und gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist 
und das Alanin an Position 2 gegebenenfalls blocWert is und/oder wobei gegebenenfalls AggregaBonen 
vorliegen. 

44. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzelchnet, dafl es der Formel 

25 

5 

X Asp Pro Asp Ala 

30 10 15 20 

Gly lie Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 



15 



35 



AO 



25 30 35 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 

40 45 50 

Thr lie Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 



55 60 65 

4s Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He 



so 
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70 75 80 

Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 

85 90 95 

Val Lys Ser lie Arg Ser He Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Ihr Leu 

100 105 110 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu He 

- *\ 

X 

75 115 120 • 125 

Arg Val Met Val Ser Arg Sfr Glu lie Asp Leu Phe Asn He Arg 

20 130 135 140 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met He 

145 150 155 

25 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
160 

30 Cys Gly Glu Asp Asp * 

entspricht wobei X fGr Methionin oder Wasserstoff steht und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen 
durch beispielsweise intermolekulare DisulfidbrQcken zwischen den Cysteinen an Position 156 vorllegen. 
35 45. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dafl es der Formel 

15 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp lie Glu Gin Glu Gly Val Thr Val 

40 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu* Thr Leu 
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35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 



10 



15 



50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 



80 



■ -it 



85 



90 



Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu lie Val Ala Leu 



20 



95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 

HO 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu He Leu 



30. 



35-" 



40 



125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 

140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 

155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg He Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 



Ser Arg 



entspricht, wobei gegebenenfalls an Position 1 das Methionin abgespalten ist und das Alanin an Position 2 
gegebenenfails blockiert is und/oder wobei gegebenenfalls Aggregationen durch beispielsweise intermoleku- 
lare DisulfidbrQcken zwischen den Cysteinen an Position 161 vorliegen. 
so 46. Polypeptid nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet dafl es der Formel 



55 



82 



<EP 0293567A1_I_> 



10 



15 



25 



30 



45 



50 



EP 0 293 567 A1 



5 10 

X Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 

15 20 25 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 

30 35 40 

Thr Asp Glu Met Lys Phe lie Thr lie Leu Cys Thr Arg Ser Ala 

45 50 55 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys He Ala Asn 

20 60 65 70 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 



75 80 85 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His 

90 95 100 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 



105 110 115 

35 Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn lie Val Ser Arg Ser Glu 

120 125 130 

40 He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 

135 140 145 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 



150 155 160 

Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 



entspricht wobei X fUr Methionin Oder Wasserstoff steht und/oder wobei gegebenenfalls intramolekulare 
DisulfidbrUcken zwischen den Cysteinen an den Positionen 40 und/oder 84 und/oder 127 und/oder 
Aggregationen durch intermoiekulare DisulfidbrUcken zwischen den genannten Positionen voriiegen. 
55 47. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprOche, vollig frei von homologen Polypeptides 

48. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprGche, dadurch gekennzeichnet, dafl es ein 
Leader-Peptid enthalt. 

49. Polypeptid nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, 
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a. dajS es einen Fusionsproteinanteil enthalt und/oder 

b. da/J es aus Teilbereichen der Polypeptide nach ejnem der vorhergehenden AnsprQche besteht 
(Hybridproteine) und/oder 

c. da/3 es afs Dimeres, Trimeres. Tetrameres oder Multimeres vorliegt 

50. Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden im wesentlichen mit den Eigenschaften der vascular- 
antikoagulierenden Proteins, dadurch gekennzeichnet dai3 

a. ein geeigneter Wirtsorganismus mit genetischen Informationen, kodierend fOr ein VAC-Protein 
transformiert, 

b. die Information zur Produktion des VAC-Proteins im Wirtsorganismus exprimtert und 
> c. das VAC-Protein isoliert wird. 

51. Verfahren nach Anspruch 50. dadurchs gekennzeichnet. daU der Wirtsorganismus gema/3 den 
AnsprOchen 30 bis 33 definiert ist 

52. Verfahren nach Anspruch 50 Oder 51 , dadurch gekennzeichnet. da/J die genetischen Informationen 
in den DNA-MolekOlen gemafl einem der Anspruche 1 bis 29 enthaiten sind. 

53. Verfahren nach einem der Anspruche 50 bis 52, dadurch gekennzeichnet. dafi das VAC-Protein 
gema/3 einem der Anspriiche 39 bis 49 definiert ist 

54. Polypeptid herstellbar nach einem der AnsprQche 50 bis 53. 

55. Pharmazeutisch tolerierbare Salze der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54. 

56. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspriiche 39 bis 49 oder 54 zur therapeutischen 
oder prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

57. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 zur Herstellung 
pharmazeutischer PrSparate. 

.58. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54aJs blutgerinnuftgshem- 
mende Mittei. 

59. Verwendung der Polypeptide nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 als antimflammatorische 
Mittei. 

60. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als antirheumatisches 
Mittei. 

61. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 in den fur die 
Lipocortine geltenden Indikationen. 

62. Verwendung der Polypeptide/Proteine, die Repeat-Bereiche aufweisen als blutgerinnungshemmende 
Mittei. 

63. Verwendung der Polypeptide/Proteine. die Repeat-Bereiche aufweisen als Thrombin-inhibierendes 
Mittei. 

64. Verwendung der Polypeptide/Proteine. die Repeat-Bereiche aufweisen als antiinflammatorische 
Mittei. 

65. Verwendung der Polypeptide/Proteine. die Repeat-Bereiche aufweisen als antirheumatisches Mittei. 

66. Verwendung der Lipocortine als blutgerinnungshemmende MitteL 

67. Verwendung der Lipocortine als Thrombin-inhibierende MitteL 

68. Verwendung der Lipocortine in den fur die Proteine nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 
geltenden Indikationen. 

69. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54 als Thrombin- 
inhibierende Mittei. 

70. Mittei zur therapeutischen Behandlung, dadurch gekennzeichnet. dafl es neben pharmazeutisch 
inerten Tragerstoffen eine wirksame Menge eines Polypeptides nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 
54 enthalt. 

71 . Hybrid-Zellinie, dadurch gekennzeichnet. dafl sie monoklonale Antikorper gegen eines der Polypep- 
tide nach einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 sezerniert. 

72. Monoklonale Antikorper dadurch gekennzeichnet, dafl sre spezifisch die Wirkung der Polypeptide 
nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 ganz oder teiiweise neutralisieren oder spezifisch an eines 
der besagten Polypeptide binden. 

73. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 73 zur qualitativen und/oder quantitation 
Bestimmung eines der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 

74. Verwendung der monoklonalen AntikQrper nach Anspruch 73 zur Reinigung eines der Polypeptide 
nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 

75. Test Kit zur Bestimmung von Polypeptiden nach einem der AnsprQche 39 bis 49 Oder 54 dadurch 
gekennzeichnet dafl er monoklonale Antikorper nach Anspruch 73 enthalt 
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76. Verfahren zur Herstellung von monokionalen Antikorpern nach Anspruch 73 dadurch gekennzeich- 
net, da/5 Wirtstiere mit einem der Polypeptide nach einem der AnsprUche 39 bis 49 oder 54 immunisiert, B- 
Lymphozyten dieser Wirtsiere mit Myelomzellen fusioniert, die die monoklonaien AntikQrper aus- 
scheidenden Hybrid-Zellinien subkloniert und in vitro oder in vivo kiltiviert werden. 
5 77. Pharmazeutisch toierierbare Addukte und kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 
einem der Anspruche 39 bis 49 oder 54 mit einem inerten Trager, zur therapeutischen oder prophylakti- 
schen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

78. Pharmazeutisch toierierbare Addukte oder kovalente Verbindungen zwischen den Polypeptiden nach 
einem der AnsprUche 39 bis 49 oder 54 mit zum Beispiei Polyethylenglykol, zur therapeutischen oder 

to prophylaktischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers. 

79. Verwendung der Polypeptide nach einem der AnsprQche 39 bis 49 oder 54 als blutkonservierende 
Mittel. 
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Tryptic peptides 



P5 H A L K 

P7 GETSGDYK 

Pll/I V G T D E E K 

P11/H IPEELB 

P12 GAGTDDHTLIB 

P14 QEISAAFK 

P15 T L F G H 

P16/I LYDAYEtK 

P16/IJ V?L Y D A Y E L K 

P17 VLTEI IASR 

P18 GTVTDFPGFDER 

P20/I QVYEEEYGSSLEDDVVGDTS 

G Y Y Q R 

P20/H L I V A L M K 

P21/I SEIDLFMTRK 

P23/I FITIFGTR 

P24 KNFATSLYSMIK 

P25 S?G TDEEKFITI FGT 

P27 DLLDDLKSELTGKFEK 

P29/I GLGTDEESILTLLTSR 

P29/II MLVVLLQANRDPDAGIDEAQ 

VXQXAQALFQA 

P30/I XI PAYLAETLYYAMK 

P30/II ETXGNLEQLLLAVVK 



BrCN-Peptldes 

BrCM 1 KGAGTDDHTLIRV 
BrCN 4 I KGDTSGDYKKA 
BrCM 15 KPSRLYDAYELKHALKGAGT 
MEKVLTEI I 



BrCM 22 KGLGTDEES I LTLLTSXXNA 

Q ' 



FIG. 0.1 
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Tryptic peptide P16/II 

VTLYDAY'E LK 
5' . . .UGGCUNUAUGAUGCNUAUGAA. . . 3' mRNA 

C C 0,1 G 

UUA 
G 

3' ACCGAAATACTACGAATACT 5' 

G G G G G EBI - 387 

C C 

X T 4 

3' ACCAACATACTACGAATACT 5' 

T G G G G EBI - 388 

C * 
T 

Staph-A Peptide P20/I/6 

(Subfragroent of the tryptic peptide P20/I) 

DDVVGDTSGYYR 
5' . . . GAUGAUGUNGUNGGNG AUACM • . . 3' mRNA 
C C C 

3' CTACTACAACAACCACTATG 5* 

G G G G G G EBI - 386 

C C C 
T T T 



Fl G. 1. 



EP 0 293 567 A1 



Tryptic peptide P30/I 
X I 



FIG. 2 



PAYLAETLYYAMK 

5 ' ... GAAACNCUNUACUACGCNAUGAAA . 

G U U G 

UUA 
G 

3' CTCTGT IAIATI ATICGITACTT 

3' CTTTGI IAIATIATICGITACTT 



3' 



mRNA 



5' EBI - 118 
5' EBI - 119 



Q. 
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I 
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CD 
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-Q 
i 
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VAC-alpha cDNA 

CCTGCTTCACCTTCCCCTGACCTGAGTAGTCGCT 

15 10 15 

Met Ala Gin Val Leu Arg Gly Thr Val Thr Asp Phe Pro Gly Phe 
ATG GCA CAG GTT CTC AGA GGC ACT GTG ACT GAC TTC CCT GGA TTT 45 

20 25 30 

Asp Glu Arg Ala Asp Ala Glu Thr Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly 
GAT GAG CGG GCT GAT GCA GAA ACT CTT CGG AAG GCT ATG AAA GGC 90 

35 40 45 

Leu Gly Thr Asp Glu Glu Ser He Leu Thr Leu Leu Thr Ser Arg 
TTG GGC ACA GAT GAG GAG AGC ATC CTG ACT CTG TTG ACA TCC CGA 135 

50 55 60 

Ser Asn Ala Gin Arg Gin Glu lie Ser Ala Ala Phe Lys Thr Leu 
AGT AAT GCT CAG CGC CAG GAA ATC TCT GCA GCT TTT AAG ACT CTG 180 

65 70 75 

Phe Gly Arg Asp Leu Leu Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly 
TTT GGC AGG GAT CTT CTG GAT GAC CTG AAA TCA GAA CTA ACT GGA 225 

80 85 90 

Lys Phe Glu Lys Leu lie Val Ala Leu Met Lys Pro Ser Arg Leu 
AAA TTT GAA AAA TTA ATT GTG GCT CTG ATG AAA CCC TCT CGG CTT 270 

95 100 105 

Tyr Asp Ala Tyr Glu Leu Lys Hts Ala Leu Lys Gly Ala Gly Thr 
TAT GAT GCT TAT GAA CTG AAA CAT GCC TTG AAG GGA GCT GGA ACA 315 

110 115 120 

Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu lie He Ala Ser Arg Thr Pro Glu 
AAT GAA AAA GTA CTG ACA GAA ATT ATT GCT TCA AGG ACA CCT GAA 360 

125 130 135 

Glu Leu Arg Ala He Lys Gin Val Tyr Glu Glu Glu Tyr Gly Ser 
GAA CTG AGA GCC ATC AAA CAA GTT TAT GAA GAA GAA TAT GGC TCA 405 

140 145 150 

Ser Leu Glu Asp Asp Val Val Gly Asp Thr Ser Gly Tyr Tyr Gin 
AGC CTG GAA GAT GAC GTG GTG GGG GAC ACT TCA GGG TAC TAC CAG 450 
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155 160 165 

Arg Met Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Ala 
CGG ATG TTG GTG GTT CTC CTT CAG GCT AAC AGA GAC CCT GAT GCT 495 

170 175 180 

Gly He Asp Glu Ala Gin Val Glu Gin Asp Ala Gin Ala Leu Phe 
GGA ATT GAT GAA GCT CAA GTT GAA CAA GAT GCT CAG GCT TTA TTT 540 

185 190 195 

Gin Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Lys Phe He 
CAG GCT GGA GAA CTT AAA TGG GGG ACA GAT GAA GAA AAG TTT ATC 585 

200 205 210 

Thr lie Phe Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Lys Val Phe 
ACC ATC TTT GGA ACA CGA. AGT GTG TCT CAT TTG AGA AAG GTG TTT 630 

215 220 225 

Asp Lys Tyr Met Thr lie Ser Gly Phe Gin lie Glu Glu Thr lie 
GAC AAG TAC ATG ACT ATA TCA GGA TTT CAA ATT GAG GAA ACC ATT 675 

230 235 240 

Asp Arg Giu Thr Ser Gly Asn Leu Glu Gin Leu Leu Leu Ala Val 
GAC CGC GAG ACT TCT GGC AAT TTA GAG CAA CTA CTC CTT GCT GTT 720 

245 250 255 

Val Lys Ser lie Arg Ser lie Pro Ala Tyr Leu Ala Glu Thr Leu 
GTG AAA TCT ATT CGA AGT ATA CCT GCC TAC CTT GCA GAG ACC CTC 765 

260 265 270 

Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp His Thr Leu lie 
TAT TAT GCT ATG AAG GGA GCT GGG ACA GAT GAT CAT ACC CTC ATC 810 

275 280 285 

Arg Val Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Phe Asn He Arg 
AGA GTC ATG GTT TCC AGG AGT GAG ATT GAT CTG TTT AAC ATC AGG 855 

290 295 300 

Lys Glu Phe Arg Lys Asn Phe Ala Thr Ser Leu Tyr Ser Met He 
AAG GAG TTT AGG AAG AAT TTT GCC ACC TCT CTT TAT TCC ATG ATT 900 

305 310 315 

Lys Gly Asp Thr Ser Gly Asp Tyr Lys Lys Ala Leu Leu Leu Leu 
AAG GGA GAT ACA TCT GGG GAC TAT AAG AAA GCT CTT CTG CTG CTC 945 

320 

Cys Gly Glu Asp Asp » 

TGT GGA GAA GAT GAC TAA CGTGTCACGGGGAAGAGCTCCCTGCTGTGTGCCTG 998 
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CACCACCCCACTGCCTTCCTTCAGCACCTTTAGCTGCATTTGTATGCCAGTGCTTAACA 1057 

CATTGCCTTATTCATACTAGCATGCTCATGACCAACACATACACGTCATAGAAGAAAAT 1116 

AGTGGTGCTTCTTTCTGATCTCTAGTGGAGATCTCTTTGACTGCTGTAGTACTAAAGTG 1175 

TACTTAATGTTACTAAGTTTAATGCCTGGCCATTTTCCATTTATATATATTTTTTAAGA 1234 

GGCTAGAGTGCTTTTAGCCTTTTTTAAAAACTCCATTTATATTACATTTGTAACCATGA 1293 

TACTTTAATCAGAAGCTTAGCCTTGAAATTGTGAACTCTTGGAAATGTTATTAGTGAAG 1352 

TTCGCAACTAAACT AAACCTGTA AAATTATGATG ATTGTATTCAAAAGATTAATG AAAA 1411 

ATAAACATTTCTGTCCCCCTG-po lyA 1437 
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Sequenced VAC-peptides : comparison with sequence 

BrCN 22 

K G L G T D 

P18 P29/I 
GTVTDFPGFDEH GLGTD 
MAQVLRGTVTDFPGFDERADAETLRKAMKGLGTD 

10 20 30 



EES I LTLLTSXXNAQ r ^ 

P14 P15 P27 

EES I I. TLLTSB -QEISAAFKTLFGRDLL 
EES I LTt. LTSRSNA Q ftlQ EISAAFKTLFGRDLL 
40 50 : 60 

BrCN 15 

KPSRLYDAYELKH 
P16/II 

• % W?L Y D A Y E L K 

P20/II P16/I P5 

DDLKSELTGKFEKLIVALMK LYDAY-ELKH 
DDLKSELTGKFEKLIVALHKPSRLYDAYELKH 
70 80 90 



ALKGAGTMEKVLTEII 

P17 Pll/II P20/r 

ALK VLTEI IASRTPEELR QVYE 

ALKGAGTNEKVLTEIIASRTPEELRAIKQVYE 
100 110 120 130 

P29/II 

EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRHLVVLLQANRD 
EEYGSSLEDDVVGDTSGYYQRMLVVLLQANRD 
140 150 160 

Pll/I 

W G T D E E K P23/I 
P25 F. 

PDAG I DEAQVXQXAQALFQA S7GTDEEKF 
PDAGIDEAQVEQDAQALFQAGELKWGTDEEKF 
170 180 190 

I T I F G T R 
I T I F G T 

ITI FGTRSVSHLRKVFDKYMTISGFQ I EETI D 
200 210 220 
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p3o/i .. uEI Ln A 

230 



BrCN 1 « u t r T H V 

KGAGTDDHTLIKV m/J R R K 

S5TiS , T , .!: t .tii«»-5"«U t " ,,,,, W 

260 



270 



V?G*D T S G D I K K A 
300 
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VAC-beta cDNA 



AGGCCTGCTCACTCCTCAGCTGCAGGAGCCAGACGTGTGGAGTCCCA 

GCAGAGGCCAACCTGTGTCTCTTCATCTCCGTGAGAAAGGTGCCCCCGAAGTGAAAGAG 

15 10 15 

Met Ala Trp Trp Lys Ala Trp He Glu Gin Glu Giy Val Thr Val 
ATG GCC TGG TGG AAA GCC TGG ATT GAA CAG GAG GGT GTC ACA GTG 45 

20 25 30 

Lys Ser Ser Ser His Phe Asn Pro Asp Pro Asp Ala Glu Thr Leu ■ 
AAG AGO AGC TCC CAC TTC AAC CCA GAC CCT GAT GCA GAG ACC CTC 90 

35 40 45 

Tyr Lys Ala Met Lys Gly He Gly Thr Asn Glu Gin Ala He He 
TAC AAA GCC ATG AAG GGG ATC GGG ACC AAC GAG CAG GCT ATC ATC 135 

50 55 60 

Asp Val Leu Thr Lys Arg Ser Asn Thr Gin Arg Gin Gin He Ala 
GAT GTG CTC ACC AAG AGA AGC AAC ACG CAG CGG CAG CAG ATC GCC 180 

65 70 75 

Lys Ser Phe Lys Ala Gin Phe Gly Lys Asp Leu Thr Glu Thr Leu 
AAG TCC TTC AAG GCT CAG TTC GGC AAG GAC CTC ACT GAG ACC TTG 225 

80 85 90 

Lys Ser Glu Leu Ser Gly Lys Phe Glu Arg Leu He Val Ala Leu 
AAG TCT GAG CTC AGT GGC AAG TTT GAG AGG CTC ATT GTG GCC CTT 270 

95 100 105 

Met Tyr Pro Pro Tyr Arg Tyr Glu Ala Lys Glu Leu His Asp Ala 
ATG TAT CCG CCA TAC AGA TAC GAA GCC AAG GAG CTG CAT GAC GCC 315 

110 115 120 

Met Lys Gly Leu Gly Thr Lys Glu Gly Val He He Glu lie Leu 
ATG AAG GGC TTA GGA ACC AAG GAG GGT GTC ATC ATT GAG ATC CTG 360 

125 130 135 

Ala Ser Arg Thr Lys Asn Gin Leu Arg Glu He Met Lys Ala Tyr 
GCC TCT CGG ACC AAG AAC CAG CTG CGG GAG ATA ATG AAG GCG TAT 405 

140 145 150 

Glu Glu Asp Tyr Gly Ser Ser Leu Glu Glu Asp He Gin Ala Asp 
GAG GAA GAC TAT GGG TCC AGC CTG GAG GAG GAC ATC CAA GCA GAC 450 
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155 160 165 

Thr Ser Gly Tyr Leu Glu Arg lie Leu Val Cys Leu Leu Gin Gly 
ACA AGT GGC TAC CTG GAG AGG ATC CTG GTG TGC CTC CTG CAG GGC 495 

170 175 180 

Ser Are Asp Asp Val Ser Ser Phe Val Asp Pro Ala Leu Ala Leu 
AGC AGG GAT GAT GTG AGC AGC TTT GTG GAC CCG GCA CTG GCC CTC 540 

185 190 195 

Gin Asp Ala Gin Asp Leu Tyr Ala Ala Gly Glu Lys He Arg Gly 
CAA GAC GCA CAG GAT CTG TAT GCG GCA GGC GAG AAG ATT CGT GGG 585 

200 205 210 

Thr Asp Glu Met Lys Phe lie Thr lie Leu Cys Thr Arg Ser Ala 
ACT GAT GAG ATG AAA TTC ATC ACC ATC CTG TGC ACG CGC AGT GCC 630 

215 220 225 

Thr His Leu Leu Arg Val Phe Glu Glu Tyr Glu Lys- He Ala Asn 
ACT CAC CTG CTG AGA GTG TTT GAA GAG TAT GAG AAA ATT GCC AAC 675 

230 235 240 

Lys Ser He Glu Asp Ser He Lys Ser Glu Thr His Gly Ser Leu 
AAG AGC ATT GAG GAC AGC ATC AAG AGT GAG ACC CAT GGC TCA CTG 720 

245 250 255 

Glu Glu Ala Met Leu Thr Val Val Lys Cys Thr Gin Asn Leu His . 
GAG GAG GCC ATG CTC ACT GTG GTG AAA TGC ACC CAA AAC CTC CAC 765 

260 265 270 

Ser Tyr Phe Ala Glu Arg Leu Tyr Tyr Ala Met Lys Gly Ala Gly 
AGC TAC TTT GCA GAG AGA CTC TAC TAT GCC ATG AAG GGA GCA GGG 810 

275 280 285 

Thr Arg Asp Gly Thr Leu He Arg Asn He Val Ser Arg Ser Glu 
ACG CGT GAT GGG ACC CTG ATA AGA AAC ATC GTT TCA AGG AGC GAG 855 

290 295 300 

He Asp Leu Asn Leu He Lys Cys His Phe Lys Lys Met Tyr Gly 
ATT GAC TTA AAT CTT ATC AAA TGT CAC TTC AAG AAG ATG TAC GGC 900 

305 310 315 

Lys Thr Leu Ser Ser Met He Met Glu Asp Thr Ser Gly Asp Tyr 
AAG ACC CTC AGC AGC ATG ATC ATG GAA GAC ACC AGC GGC GAC TAC 945 

320 325 
Lys Asn Ala Leu Leu Ser Leu Val Gly Ser Asp Pro * 
AAG AAC GCC CTG CTG AGC CTG GTG GGC AGC GAC CCC TGA GGCACAG 991 
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AAGAACAAGAGCAAAGACCATGAAGCCAGAGTCTCCAGGACTCCTCACTCAACCTCGGC 1050 

CATGGACGCAGGTTGGGTGTGAGGGGGGTCCCAGCCTTTCGGTCTTCTATTTCCCTATT 1109 

TCCAGTGCTTTCCAGCCGGGTTTCTGACCCAGAGGTGGAACCGGCCTGGACTCCTCTTC 1168 

CCAACTTCCTCCAGGTCATTTCCCAGTGTGAGCACAATGCCAACCTTAGTGTTTCTCCA 1227 



GCAGGAGCTTCCCAAGCTGGTCACAGAGTCTCCTGGGCACAGGTTATACAGACCCCAGC 1345 

CCCATTCCCATCTACTGAAACAGGGTCTCCACAAGAGGGGCCAGGGAATATGGGTTTTT 1404 

AACAAGCGTCTTACAAAACACTTCTCTATCATGCAGCCGGAGAGCTGGCTGGGAGCCCT 1463 

TTTGTTTTAGAACACACATCCTTCAGCAGCTGAGAAATGAACACGAATCCATCCCAACC 1522 

GAGATGCCATTAACATTCATCTAAAAATGTTAGGCTCTAAATGGACGAAAAATTCTCTC 1581 

GCC ATCTTAATA AC A AAATA A ACT AC AAATTCCTGACCCAAGG ACACTGTGTTAT AAG A 1640 

GGCGTGGGCTCCCCTGGTGGCTGACCAGGTCAGCTGCCCTGGCCTTGCACCCCTCTGCA 1699 

TGCAGCACAGAAGGGTGTGACCATGCCCTCAGCACCACTCTTGTCCCCACTGAACGGCA 1758 

ACTG AG ACTGGGTACCTGGAGATTCTGAAGTGCCTTTGCTGTGGTTTTCAAAATAATAA 1817 

AGATTTGTATTCAACTC-polyA 1834 



GCCAGACAGATGCCTCAGCATGAAGGGCTTGGGGACTTGTGGATCATTCCTTCCTCCCT 1286 
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Amino acid composition 



Ala 

Cys 

Asp 

Asn 

Glu 

Gin 

Phe 

Gly 

His 

He 

Lys 

Leu 

Met 

Pro 

Arg 

Ser 

Thr 

Val 

Trp 

Typ 



charged : 



VAC- 


-3.1 pha 


V AO 


_ Y\ & *♦* a 

— U <5 l/CL 


26 


f 8,1*) 


25 


( 7,7%) 


1 


( 0,3%) 


4 


( 1,2*) 


25 


( 7,8%) 


20 


( 6,1*) 


6 


( 1.9*) 


9 


( 2.8*) 


29 


( 9.1%) 


29 


( 8,9*) 


12 


( 3.8*) 


12 


( 3.7*) 


13 


( 4.1*) 


9 


( 2.8*) 


22 


( 6.9*) 


20 


( 6.1*) 


3 


( 0.9*) 


6 


( 1.8%) 


18 


( 5,6*) 


23 


( 7,0%) 


22 


( 6.9*) 


27 


( 8,3%) 


38 


(11.9*) 


33 


(10.1%) 


8 


( 2,5*) 


11 


( 3,4%) 


5 


( 1.6*) 


6 


( 1.8%) 


19 


( 5.9<) 


15 


( 4.6%) 


21 


( 6.6*) 


27 


( 8.3%) 


23 


( 7.2*) 


21 


( 6.4%) 


16 


( 5,0*) 


13 


( 4.0%) 


1 


( 0.3*) 


3 


( 0,9%) 


12 


( 3.8*) 


14 


( 4.3%) 




35896 




36837 


98 


(30.6*) 


97 


(29.6%) 
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VAC - alpha VAC - beta 
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Comparison of VAC-alpha and beta cDNA 

VA ATGGCACAGGTTCTCAGAGGCACTGTGACTGACTTCCCTGGA 42 

VB ATGGCCTGGTGGAAAGCCTG . ATTG . ACAGGAGG . T . T . . . A AGAG . AG . T . CCAC 60 

VA TTTGATGAGCGGGCTGATGCAGAAACTCTTCGGAAGGCTATGAAAGGCTTGGGCACAGAT 102 

VB . .CA.CCCAGACC G. .C. .CTAC. .A. .C G . . GA . C . . G . . CA . C 120 

VA GAGGAGAGCATCCTGACTCTGTTGACATCCCGAAGTAATGCTCAGCGCCAGGAAATCTCT 162 

VB . . . C . . GCT . . . A . CG A - G . . C . C . . CAAGA C..CA.G G. . .G.6. . .6.C 180 

VA GCAGCTTTTAAGACTCTGTTTGGCAGGGATCTTCTGGATGACCTGAAATCAGAACTAACT 222 

VB AAGT.C..C...G...A...C....A...C..CACT..C.C.T....G..T..G..C.G. 240 

VA GGAAAATTTGAAAAATTAATTGTGGCTCTGATGAAACCCTCTCGGCTTTATGATGCTTAT 282 

VB .:c..G G.GCC.C C. .T. . .T.T. .GC.ATACAGA. .C. .A. .CA.G 300 

VA GAACTGAAACATGCCTTGAAGGGAGCTGGAACAAATGAAAAAGTACTGACAGAAATTATT 342 

VB ..G...C.TG.C...A CTTA — •• .C. .G. .GGGT. .CA.C.TT. .G. .CC.G 360 

VA GCTTCAAGGACACCTGAAGAACTGAGAGCCATCAAACAAGTTTATGAAGAAGAATATGGC 402 

VB ..C..TC CAAGA. CC.G. . .C.G.AG. .A.TGA.G.CG G C G 4ZQ 

VA TCAAGCCTGGAAGATGACGTGGTGGGGGACACTTCAGGGTACTACCAGCGGATGTTGGTG 462 
VB ..C G . . G . . . A . CCAA . CA AAGT . . C . . . CTGG . . A CC 480 

VA GTTCTCCTTCAGGCTMCAGAGACCCTGATGCTGGAATTGATGAAGCT 522 

VB " 



TGC G. . . .GC.G. . .G. .TGA. .TGAGCA.CT. . .TG. .CCCGGC.C.G.CC.TC 540 



VA GATGCTCAGGCTTTATTTCAGGCTGGAGAACTTAAATGGGGGACAGATGAAGAAAAGTTT 582 

VB C . A . ACGCAC AGG ATC . GT . T . .G.C. . GCGAG . . GATTC . TGGG AC . . .T. .G.T.AAA 600 

VA ATCACCATCTTTGGAACACGAAGTGTGTCTCATTTGAG. . .AAAGGTGTTTGACAAGTAC 639 

VB T...T..C.A. CCTGTGCACGC . CAGTG . CAC . CACCTGCTG . GA AG T ooo 
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VA 
VB 



VA 
VB 



VA 
VB 



VA 
VB 



VA 
.VB 



VA 
VB 



ATGACTATATCAGGATTTCAAATTGAGGAAACCATTGACCGCGAGACTrCTGGCAATTTA 699 
GA. .AA. . TG . CAACAAGAGC C.G. . .CA.GA.T CCA TCAC.G 720 



GAGCAACTACTCCTTGCTGTTGTGAAATCTATTCGAAGTATACCTGCCTACCTTGCAGAG 759 
. . .G.GGCCA.G. . CA G GC.CC.A. .ACC.C.ACAG T 780 



ACCCTCTATTATGCTATGAAGGGAGCTGGGACAGATGATCATACCCTCATCAG AGTCATG 8 19 
.GA C CC A GCG GGG G. .A. . .AA. . .C 840 



GTTTCCAGGAGTGAGATTGATCTGTTTAACATCAGGAAGGAGTTTAGGAAGAATTTTGCC 879 
A C CT.AAA.CTT AATGTC.C. .CA TG.AC.G. 900 



ACCTCTCTTTATTCCATGATTAAGGGAGATACATCTGGGGACTATAAGAAAGCTCTTCTG 939 
.AGA.C . . CAGCAG C.T. .A. . .C. .CAGC. .C C C..C..G... 960 



CTGCTCTGTGGAGAAGATGAC 
AGC . . GGTG . .CAGC. .CCC. 
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BECKMAN AMI NOS AURE ANAL YSE 
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Probe: 
Lauf nuittmer : 
Protein: 

Chromatogramm vom: 
Injiziectes Vo lumen: 
Standardwerte: 



3vacb 
22 

VAC "beta- Fig. 43a 

21.04.88 3:17:38 
50 ul 

Durchschnittswerte von Lauf 22 



Name 1ST SOLL rel 1ST 

(I) . 

ASP 14.07 29 29.59 

THR 11.15 21 23.45 

SER 12.34 27 25.96 

GLU 19.97 CI 41.99 

PRO 5.38 6 11.31 

GLY 11.94. 20 25.12 

ALA 12.19 25 25.63 

CYS 2.22 4 4.66 

VAL 5.86 13 12.32 

MET 10 9.69 

IE 9.79 23 20.58 

EU 15.69 33 33.00 

YR 6.55 H 13.77 

PHE 4.40 9 9.25 

IIS 2.75 6 5.79 

.YS 12 . 56 27 26.42 

NH3 18.43 0 38.77 

ARG 7.23 15 15.20 

Name Soli korr.IST ger.IST 

ASP 29 29.23 29 

THR 21 23.16 23 

SER 27 25. 64 26 

GLU 41 41.48 41 

PRO 6 11.17 11 

GLY 20 24.81 25 

ALA 25 25.31 25 

CYS 4 4.61 5 

VAL 3 12.17 12 

MET 1Q 9.57 10 

1LE ?3 20.33 20 

LEU 33 32.59 33 

T YR -K 13.60 14 

PHE 9 9.13 9 

HIS 6 5.72 6 

LYS 27 26.09 26 

NH3 0 38.29 Q 

ARG 15 15.01 16 

AS - Sollwert: = 

AS - Istwert: ■ 
Gesamtabweichung: = 
Ducchschnitt liche Proteinmenge: « 
ALA/LEU-Pcoteinmenge: = 



rel 1ST 
(ID 





6 35 




5' 03 




5. 57 




9.01 




2.43 




5. 39 




5. 50 




1.00 




2. 64 




2 08 




4 41 




7. '08 




2. 95 




1. 98 




1.24 




5.66 




8.31 




3.26 




ABU 


+ 


\M 


+ 






1 .361 


+ 


0.478 


+ 


5. 17C 


-t- 


4.806 


+ 


0.315 


+ 


0.606 




0. 828 




0. 426 




2.674 




0. 406 




0.401 


+ 


0.132 




0.285 




0.908 




0.000 


+ 


J). 014 



rel SOLL 



7.25 
5.25 
6. 75 
10.25 
1 .50 
5.00 
6. 25 
1 .00 
3 .25 

2.50 
5. 75 
8.25 
3.50 
2.25 
1.50 
6.75 
0.00 
3.75 

ABW {%) 

0.777 
10.283 

5.042 

1 .167 
86.238 
24.032 

1 .260 
15. 150 



6. 
4. 



11 
1 



366 
256 
626 
229 
2. 862 
1 472 
4. 748 
3.363 
0.000 
0.093 



Neu ein S erei G(t 



'No 



u 



21.20 AS / 6.56 
0,510 nanoMol 
0,482 nanoMol 



.. j[ y Newly. fj| € 
vellemeni Mposh „ 



BNSDOCID: <EP 0293567A1 »_> 




FIG.43b. 



3v a c b 

Acquisition method 

Units 

Channel 

Injection 

Run time 

Injection volume 

Internal standard amt 

Mode 

Version 

Description 



1/21 /88 
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1 
-1 

60.00 min 
-1 

1.00 

Analysis 
REU-0 



9 : 17 : 36 

Quantitation method ninrept 

System number 2 

Vial -1 

Total injections -1 

Sample rate 2 per sec 

Sample amount 1.U0 

Scale factor 1.00 

Response factors Replace 

Channel to calibrate 1 
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5 10 15 
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20.93 
22. L7 
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C6. 93 
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ISOELEKTRISCHE FOKUSSI ERUNG (PAGIF) 

pH - Bsreich: 3.5-9.5 

PI atten-F.abrikat : LKB-P AGpl ate 

El ektrodenlbsungen: Anode 1 M Pho s phorsau re 

Kathode 1 M Natronlauge 

Laufzeit: Prafokussierung 500 Vh 
Fokussierung 3000 Vh 



, mm * ••• • « • • • 

q. ro «y Lf5 lci «0\0 i — 00 CO CO a> 
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VAC B-4 : 1. Hauptbande pi 5.35 
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